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Utilizacion de plantas puente como herramienta
de mejoramiento en el complejo

Calibrachoa — Petunia

RESUMEN

Esta tesis forma parte de los siguientes proyectos de investigacion de la Facultad
de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de Lomas de Zamora:
“"Evaluacion de la implementacion de técnicas agroecologicas en el cultivo y
mejora genética de especies horticolas y floricolas™ y "Mejoramiento y evaluacion
de plantas nativas sudamericanas de interés para el mercado ornamental
global”.

La técnica de hibridacion a través de plantas puente, utiliza cruzamientos
indirectos o intermedios como instrumento para cruzar parentales con diferente
nivel de ploidia. El objetivo general de este trabajo fue hallar las combinaciones
intermedias compatibles entre los parentales de los géneros Petunia y
Calibrachoa que no se cruzan en forma directa. Lo anterior permite sortear las
barreras de incompatibilidad que surgen cuando la hibridacién es directa entre
especies. Para la obtencién de hibridos se realizaron cruzamientos dirigidos
entre: P. integrifolia, P. inflata, P. interior y P. axillaris subespecie axillaris; con
C. linoides, C. ovalifolia, C. thymifolia, C. caesia, C. x hybrida var. Kabloom blue
y C. x hybrida var. Kabloom yellow. El primer paso fue la deteccién de
combinaciones putativas, para lo cual se compar6 la tasa de fructificacion
definida como la formacién de frutos cada 10 cruzamientos intergenéricos,
encontrando resultados variables para cada combinacién. Se obtuvo una planta
hibrida entre P. inflata x C. x hybrida Kabloom yellow, en que los estudios
morfologicos, de viabilidad del polen y moleculares confirman su naturaleza. Con
el hibrido puente obtenido se realizaron cruzamientos reciprocos con todas de
las especies de Petunia y Calibrachoa involucradas, obteniendo 31 plantas
hibridas que comparten caracteristicas morfoldégicas de ambos géneros en las
combinaciones con P. inflata y P. integrifolia.

La identificacion de cruzamientos intergénericos con alto porcentaje de
fructificacion abri6 una ventana hacia estudios sobre el desarrollo de los

embriones hibridos. En este sentido, con el fin de estudiar las barreras post
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fertilizacion se estudié el desarrollo del endosperma y del embrién por medio de
cortes histolégicos a partir de los tres y hasta los diez dias luego de la
polinizacion. Estos estudios permitieron conocer el desarrollo del embrién hibrido
hasta su autolisis al sexto dia luego de la polinizacién y el desarrollo del
endosperma hasta su detencién al quinto dia post polinizacién. De esta manera
se constituye una herramienta de mejoramiento que permite predecir el momento
oportuno para aplicar técnicas de rescate embrionario con el objeto de aumentar
el nimero de plantas hibridas puente.

Los estudios de meiosis en el hibrido entre Petunia y Calibrachoa permitieron
reportar el nUmero somatico 2n = 16 que confirma nuevamente su naturaleza
hibrida. La presencia de polen estéril se debe a su meiosis irregular con
presencia de univalentes, bivalentes y tetravalentes, puente sin fragmento y
husos multipolares, mientras que los granos de polen fértiles podrian ser
producto de mecanismos de eliminacién y reduccion del nimero cromosoémico
gameético con el fin de formar gametas balanceadas que permitieron la
produccion de nuevas plantas hibridas en los cruzamientos puente con el género

Petunia.

Palabras claves: Solanaceae, hibridacién intergenérica, embriogénesis,
endospermogénesis, floricultura, plantas ornamentales.
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Use of bridge plants as an improvement tool in
the complex

Calibrachoa — Petunia

ABSTRACT

This thesis is part of the following research projects of the Faculty of Agricultural
Sciences of the National University of Lomas de Zamora: "Evaluation of the
implementation of agroecological techniques in the cultivation and genetic
improvement of horticultural and floricultural species”™ and “Improvement and
evaluation of South American native plants of interest to the global ornamental
market.

The hybridization technique through bridge plants uses indirect or intermediate
crosses as an instrument to cross parents with different levels of ploidy. The
general objective of this work was to find the compatible intermediate
combinations between the parents of the genera Petunia and Calibrachoa that
do not cross directly. This makes it possible to overcome the incompatibility
barriers that arise when hybridization is direct between species. To obtain
hybrids, directed crosses were made between: P. integrifolia, P. inflata, P. interior
and P. axillaris subspecies axillaris; with C. linoides, C. ovalifolia, C. thymifolia,
C. caesia, C. x hybrida var. Kabloom blue and C. x hybrida var. Kabloom yellow.
The first step was the detection of putative combinations, for which the fruiting
rate defined as the formation of fruits every 10 intergeneric crosses was
compared, finding variable results for each combination. A hybrid plant was
obtained between P. inflata x C. x hybrida Kabloom yellow, in which
morphological, pollen viability and molecular studies confirm its nature. With the
bridge hybrid obtained, reciprocal crosses were made with all the Petunia and
Calibrachoa species involved, obtaining 31 hybrid plants that share
morphological characteristics of both genera in combinations with P. inflata and
P. integrifolia.

The identification of intergeneric crosses with a high fruiting percentage opened
a window towards studies on the development of hybrid embryos. In this sense,
in order to study the post-fertilization barriers, the development of the endosperm

and the embryo was studied by means of histological sections from three to ten
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days after pollination. These studies allowed us to know the development of the
hybrid embryo until its autolysis on the sixth day after pollination and the
development of the endosperm until its arrest on the fifth day after pollination. In
this way, a breeding tool is established that allows predicting the opportune
moment to apply embryonic rescue techniques in order to increase the number
of bridge hybrid plants.

Meiosis studies in the hybrid between Petunia and Calibrachoa allowed us to
report the somatic number 2n = 16, which once again confirms its hybrid nature.
The presence of sterile pollen is due to its irregular meiosis with the presence of
univalent, bivalent and tetravalent, fragment-free bridge and multipolar spindles,
while fertile pollen grains could be the product of mechanisms of elimination and
reduction of the gametic chromosome number in order to to form balanced
gametes that allowed the production of new hybrid plants in bridge crosses with

the genus Petunia.

Kegwords: Solanaceae, intergeneric  hybridization, = embryogenesis,

endospermogenesis, floriculture, ornamental plants.
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INTRODUCCION GENERAL

Importancia del germoplasma argentino para el desarrollo de nuevos

cultivos ornamentales.

En el mundo se destinan 400.000 hectéareas a la produccion de flores de corte y
plantas ornamentales. El productor mundial mas importante es la Union Europea
gue concentra el 34% de la produccién global. Lo siguen en importancia China
con 16%, Estados Unidos con 14%, Japén con 8% y Colombia con 3% de
participacion (Rojas et al., 2019; Kanaya, 2016).

Gran cantidad de especies ornamentales que se cultivan en el mundo provienen
de germoplasma sudamericano mejorado por empresas internacionales fuera de
la region.

El enorme potencial ornamental que tiene la flora de nuestro pais, ain no se ha
aprovechado en toda su magnitud, ni por las grandes empresas floricolas
internacionales ni por el sector productivo local que cuenta con los recursos
fitogenéticos a su alcance.

El término aprovechamiento o utilizacion sustentable de un recurso fitogenético
nativo con fines ornamentales puede emplearse de dos maneras: a) utilizacion
directa por los sistemas de produccién y b) utilizacion intermedia, por ejemplo,
como objeto de investigaciones o en programas de mejoramiento genético. En
el primer caso, se introducen a cultivo especies en su estado original, mientras
gque en el segundo caso las especies son utilizadas en investigaciones y
programas de mejoramiento genético, con el fin de incorporar variabilidad a
cultivos ya existentes o bien desarrollar a partir de ellas nuevos cultivos,
obteniendo cultivares con caracteristicas ornamentales superiores a las que
naturalmente poseen las especies en su estado silvestre. Esto ultimo implica el
agregado de valor, ya que el desarrollo de cultivares, a diferencia de una especie
nativa, posee propiedad intelectual (Soto et al., 2022).

La extension del territorio argentino permite la existencia de una gran diversidad
de habitats y climas, y posiciona a la Argentina entre los paises de mayor
biodiversidad. Segun las estimaciones realizadas por “diversas instituciones”, la
flora vascular de la Argentina comprende un total de 248 familias, 1.927 géneros

y 9.690 especies, incluyendo 45 géneros y 1.960 especies endémicas (Zuloaga
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& Morrone, 1999). Esto ubica a la Argentina en el puesto 17 entre los paises con
mayor diversidad de plantas y es la base de un enorme potencial para desarrollar
variedades para distintos usos a partir de la flora autoctona. Si bien a nivel
nacional el uso de los recursos vegetales nativos con valor ornamental ha sido
escasamente desarrollado, desde hace mas de 40 afios empresas de diferentes
paises han colectado, domesticado y mejorado germoplasma, cuya zona de
origen y distribucion incluye a la Argentina. De este modo, se han obtenido
variedades que se comercializan en todo el mundo, tales como aquellas
pertenecientes a los géneros Alstroemeria L., Petunia Juss., Glandularia
J.F.Gmel., Verbena L., Calceolaria L., entre otros (Facciuto et al., 2019).

Desde 1999, el Instituto de Floricultura del INTA se dedica al mejoramiento
genético de variedades ornamentales a partir de flora nativa. Este camino, que
comienza con la exploracion de plantas nativas y termina con la obtencién de
variedades, es el resultado de diferentes etapas tales como recoleccion,
domesticacién, caracterizacion, mejoramiento, evaluacion y, finalmente, registro
de variedades y transferencia al sector productivo (Facciuto et al., 2019).

La actividad floricola argentina presenta una fuerte dependencia de variedades
extranjeras, lo que implica el pago de regalias, inclusive para aquellas
variedades originadas a partir de especies nativas locales. Asimismo, en muchos
casos, las variedades disponibles, al haber sido mejoradas genéticamente en
otros paises, no estdn adaptadas a condiciones agroecoldgicas locales. Por otro
lado, la gran diversidad biol6gica que presenta la Argentina la posiciona en un
lugar clave como fuente de variabilidad para nuevos cultivos, habiendo
contribuido con un importante nimero de especies en el desarrollo de variedades
comercializadas mundialmente pertenecientes a géneros como Petunia,
Glandularia, Portulaca L., Alstroemeria, Calceolaria y Calibrachoa Cerv.
(Facciuto et al. 2019).

ElI INTA, a través del proyecto antes mencionado, ha dado un primer paso hacia
el desarrollo en la Argentina de la industria del mejoramiento de plantas
ornamentales aprovechando los recursos fitogenéticos del pais y, actualmente,
cuenta con cultivares propios que fueron obtenidos utilizando herramientas
clasicas de mejoramiento genético como cruzamientos interespecificos y la
seleccidon de genotipos “elite” que luego son propagados en forma agamica

mediante el enraizamiento de esquejes (Greppi, 2014). Debido a que la industria
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de la horticultura ornamental o floricultura se encuentra permanentemente en la
busqueda de novedades, estos nuevos cultivos resultan de gran utilidad para
aquellos productores que buscan diversificar sus cultivos y asi, incrementar su
participacién en el mercado (Greppi, 2014). Por otro lado, se debe destacar la
creciente importancia de las plantas ornamentales en los jardines y en los
ecosistemas urbanos para mitigar el cambio climatico y brindar bienestar. Los
jardines pueden presentarse en muchas formas, desde un solo contenedor hasta
un gran jardin domeéstico. Son espacios multifuncionales, importantes para la
salud y el bienestar social, al tiempo que apoyan el medio ambiente natural al
ayudar a mantener la vida silvestre. Los jardines también brindan importantes
servicios ecosistémicos, como la mitigacion de inundaciones urbanas,
enfriamiento urbano, aislamiento de edificios, captura de contaminantes y
secuestro de carbono (Bonells, 2019). En este sentido el desarrollo de nuevos
materiales nativos favorece del funcionamiento de estos ecosistemas y

enriguece su biodiversidad (Haene, 2018).

Sinopsis de la historia taxon6mica de los géneros Petuniay Calibrachoa
La familia Solanaceae Adans cuenta con alrededor de 100 géneros y 2800
especies, distribuidas en su mayoria en regiones tropicales, subtropicales y
templadas. Muchos de los miembros de esta familia son fuentes de recursos
para la industria farmacéutica, tal es el caso de Nicotiana L., Datura L. y Atropa
L., asi como también otros miembros son importantes fuentes de alimento como:
Capsicum L., Physalis L. y Solanum L. Otra importante utilizacion para muchos
de sus géneros es el uso ornamental como: Brugmansia Pers., Cestrum L.,
Nierembergia Ruiz & Pavon, Petunia, Physalis, Solanum, entre otros (Berry &
D’Arcy, 2018).

El género Petunia esta constituido por 15 especies presentes en el sur de
América entre los 22° y 39° S. En la Argentina habitan siete especies en una
altitud que se extiende desde el nivel del mar hasta 2000 msm (Stehmann
& Greppi, 2013).

En el afio 1985, Wijsman & De Jong separaron el género Petunia en Petunia y
Calibrachoa basandose en el numero de cromosomas 2n = 14 y 18,
respectivamente. Posteriormente nuevos estudios citologicos, moleculares y

anatomicos de semillas y hojas aportaron mayor informacidén que justifico la
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separacion de estos géneros (Kulcheski et al., 2006; Ando et al., 1992, 2005;
Stehmann et al., 1996; Watanabe et al., 1996, 1999; Reis et al., 2002) En 1990,
15 especies del género Petunia fueron transferidas al género Calibrachoa
(Wijsman, 1990) y se agregaron 10 especies adicionales (Stehmann & Semir,
1997).

En la actualidad el género Calibrachoa estd constituido por 25 especies
distribuidas en el sur de América entre los 18° y 37° S, con la excepcion de C.
parviflora que crece también en América Central y del Norte y en Europa como
planta invasora (Stehmann, 1999). En la Argentina habitan 12 especies nativas,
siendo la region mesopotamica su centro de distribucion principal (Greppi et al.,
2013).

Morfolégicamente, el género Calibrachoa se distingue por el habito de
crecimiento  subarbustivo, menos frecuentemente herbaceo, corola
infundibuliforme, zigomorfa, prefloracion reciprocativa (el Iébulo anterior
induplicado cubre a los otros cuatro I6bulos conduplicados), anteras amarillas y
células de la cubierta seminal con pared anticlinal recta. Por su parte, Petunia
posee, en general, habito herbaceo, corola infundibuliforme, campanulada o
hipocraterimorfa, zigomorfa o actinomorfa, prefloracion imbricada, anteras
amarillas o violaceas y células de la cubierta seminal con pared anticlinal
ondulada (Greppi et al., 2013).

Antecedentes de uso ornamental de los géneros Petuniay Calibrachoa

El género Petunia se difunde alrededor del mundo como uno de los cultivos
florales mas importantes a partir de las “petunias de jardin”. Estas se destacan
por los variados colores de sus flores en forma de embudo o trompeta, su amplia
floracién y su facil cultivo, cualidades de gran interés para el paisajismo y la
jardineria (Greppi, 2019).

Originalmente descripta por el botanico francés Antoine-Laurent de Jussieu en
1803 a partir de un material colectado en Uruguay, la petunia se difundio
rapidamente por toda Europa desde la obtencion del hibrido Petunia x hybrida
Vilmorin.

La Argentina es el segundo pais del mundo, luego de Brasil, con la mayor

cantidad de especies nativas de Petunia. Seis de las siete especies nativas
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habitan diversos ambientes de la regién Noreste, mientras que solo una se
encuentra en el Noroeste (Greppi, 2019).

La incorporaciéon de las petunias nativas a los programas de mejoramiento
genético con fines ornamentales permite generar nuevas variedades
comerciales con caracteristicas novedosas que son demandadas por el mercado
mundial de plantas decorativas. Estos mercados demandan variedades de
plantas en funcién a sus caracteristicas visuales (color, tamafio, forma) y sus
caracteristicas de resistencia o adaptaciéon a diferentes condiciones climaticas
(Hagiwara, 2016).

En 1998, se incorpora al mercado el género Calibrachoa con numerosas
variedades de gran valor ornamental, principalmente por la variabilidad que
presenta en caracteristicas florales, tales como color y tamafio (Griesbach,
2006). En 1992, Suntory Flowers introduce la primera variedad comercial de
Calibrachoa en el mercado (Smith, 2002), seguido por la aparicion de numerosas
variedades pertenecientes a empresas como Goldsmith Plants, Ball FloraPlant y
Selecta First Class, entre otras. En nuestro pais, los cultivares de Calibrachoa
obtenidos por el Instituto de Floricultura de INTA fueron desarrollados a partir de
germoplasma nativo proveniente de la provincia de Misiones. Las nuevas
variedades ornamentales se caracterizan por florecer casi todo el afio y son
ideales para canteros y macetas (Hagiwara, 2016).

Si bien los cultivares comerciales de Calibrachoa son recientes, no deja de ser
una de las plantas ornamentales mas utilizadas y demandadas en los mercados
internacionales como el de Estados Unidos, Europa y Japon (Hagiwara, 2016).
Este género esta ganando cada vez mas espacio en los jardines de todo el
mundo por sus caracteristicas particulares: intensidad de color, el tamafio de sus
flores y su apreciable belleza. A través de un acuerdo de licencia entre el INTA
y la empresa norteamericana Proven Winners, lider en la produccién y
comercializacion de plantas, se comercializa en el mercado internacional la
variedad INTA-06575, cuyo nombre comercial es Superbells Garden Rose
(Hagiwara, 2016). Esta planta fue desarrollada en el marco de un proyecto
nacional de INTA, que busca obtener variedades ornamentales a partir de
germoplasma nativo de la Argentina, en base al conocimiento, trabajo y
tecnologia nacional, con la vista puesta no solo en el mercado local, sino también

en el mercado internacional (Soto et al., 2022).
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Es importante destacar que el caso de variedades ornamentales se presenta
como pionero en el uso de recursos fitogenéticos siguiendo los objetivos del
Convenio de Biodiversidad y en la aplicacién del Protocolo de Nagoya. Ambos
acuerdos, a los cuales Argentina adhiere, proporcionan un marco juridico para la
aplicacion efectiva de la distribucidn justa y equitativa de los beneficios derivados
de la utilizacion de los recursos genéticos. Especificamente el Protocolo de
Nagoya, establece las obligaciones basicas para las partes contratantes que
deben adoptar medidas en relacion al acceso y a la distribucion de beneficios y
provee herramientas y mecanismos para facilitar su aplicacién. Los programas
de mejoramiento genético en plantas ornamentales, a partir de los recursos
genéticos nativos en un marco de uso comercial sustentable, también
promueven la conservacion y utilizacién sostenible de la diversidad genética
mediante la participacion en los beneficios que surgen de la investigacion y el
desarrollo biotecnoldgico. La distribucion tanto de beneficios econdmicos como
no econdmicos favorece la transferencia de tecnologia, el avance del sector
cientifico nacional y la disminucion de la brecha tecnolégica existente a nivel
mundial entre paises (Soto et al., 2022).

Luego de dos afios de evaluacidon y mediante un convenio de transferencia de
tecnologia, Proven Winners obtuvo una licencia para multiplicar y vender el
cultivar en los Estados Unidos y Canada, por un tiempo establecido de cinco
afos. Las regalias recibidas a través la empresa por la venta del cultivar son
compartidas con Misiones, provincia en la cual se recolecté la Calibrachoa caesia
gue dio origen a la variedad mejorada (Hagiwara, 2016).

Bajo este panorama el género Calibrachoa se torna atractivo para ser utilizado
como fuente génica de sus caracteristicas sobresalientes hacia otros géneros
como Petunia. Otro aspecto interesante relevado en las especies de este género
€S que, aungue son perennes, presentan caracteristicas de plantas de ciclo
anual. Wilkins & Anderson (2006) hacen referencia a la importancia de las
especies herbaceas que conjugan caracteristicas de especies de ambos ciclos.
El hecho de que sean perennes les otorga durabilidad en los jardines, lo que
evita tener que renovarlas todos los afios obteniendo bajos costos de
mantenimiento (Wilkins & Anderson, 2006). Estas ventajas se conjugan con
caracteristicas frecuentes en plantas de ciclo anual como corto periodo juvenil,

baja altura y bajos requerimientos nutricionales (Wilkins & Anderson, 2006).
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Dado que el género Petunia no se cruza en forma directa con el género
Calibrachoa, la deteccion y utilizacion de plantas puente entre ambos géneros
podrian constituir una importante herramienta de mejoramiento para poder

delinear el siguiente objetivo general e hipétesis:
OBJETIVO GENERAL

Hallar las combinaciones intermedias compatibles entre los parentales de los

géneros Petunia y Calibrachoa que no se cruzan en forma directa.
HIPOTESIS

Es posible la obtencién de hibridos puente que permitan la exitosa realizacion de

cruzamientos intergenéricos entre los géneros Petunia y Calibrachoa.
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CAPITULOI

Estudio de las relaciones de compatibilidad en

cruzamientos intergenéricos entre especies

del género Calibrachoa y Fetunia
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INTRODUCCION

En los cultivos ornamentales la hibridacion interespecifica e intergenérica es
considerada como el recurso mas importante para la obtencion de variacién
genética (Afkhami-Sarvestani et al., 2012; Van Tuyl & De Jeu, 2005; Horn, 2002).
En efecto, los cruzamientos interespecificos fueron herramientas basicas en
programas de mejoramiento de cultivos tales como Rosa L., Chrysanthemum L.,
Lilium L., Gladiolus L., Delphinium L., Freesia Eckl. ex Klatt., Hippeastrum Herb. y
Alstroemeria, entre otros (Datta, 2019). Si bien la hibridacién se presenta como una
técnica utilizada en mejoramiento, la obtencion de hibridos interespecificos, y en
mayor medida intergenéricos, ha estado muchas veces limitada por diferentes
barreras de incompatibilidad (De Souza et al., 2017; Nettancourt, 2005), las cuales
han sido identificadas primero y superadas después produciendo exitosamente
germoplasma mejorado (Pershina & Trubacheeva, 2017).

Particularmente, la familia Solanaceae ha sido muy estudiada en aspectos
vinculados con las barreras de incompatibilidad para la obtencion de numerosos
hibridos interespecificos e intergenéricos (Piosik et al., 2019; Cara et al., 2019;
Cremona et al., 2018; Milicia et al., 2016). Para el mejoramiento genético del tomate
(Solanum lycopersicum L.), se utilizaron géneros vinculados a la especie que fueron
hibridados exitosamente con la utilizacion de diferentes técnicas, como polinizacion
en estado de botén floral y cultivo in vitro de embriones (Sharma et al., 2019).
Asimismo, en la hibridacion entre Nierembergia y Calibrachoa, estudios de
compatibilidad estigma-estilo-grano de polen permitieron la utilizacién de técnicas
para superar barreras de incompatibilidad precigéticas, logrando identificar padres
putativos para la obtencion de hibridos (Milicia et al., 2016).

Otra herramienta Util para superar barreras de incompatibilidad consiste en la
utilizacién de plantas puente (Jansky & Hamernik, 2009; Khrustaleva & Kik, 2000).
Esta técnica utiliza un hibrido obtenido entre los géneros de interés para ser
empleado como parental en cruzamientos futuros con especies de ambos géneros
gue en forma directa son incompatibles y que, generalmente, presentan diferente

nivel de ploidia. Dicha técnica fue utilizada exitosamente en el mejoramiento de
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Solanum tuberosum L., Tulipa gesneriana L., Fagopyrum tataricum (L.) Gaertn. y
Allium cepa L., entre otras especies de interés (Messmer et al., 2015; Wang et al.,
2002; Van Eijk et al., 1991; Estrada, 1990). Sin embargo, reportes sobre las bases
moleculares, histoquimicas o citoldgicas que subyacen el éxito o el fracaso del uso
de esta técnica, son escasos 0 inexistentes. Los antecedentes de trabajos sobre
hibridacion intergenérica a través de plantas puente, plantean dicha herramienta
como una posibilidad para conjugar caracteristicas favorables de los géneros
Petunia (2n=2x= 14) y Calibrachoa (2n=2x= 18) (Chu et al., 2014). En este marco,
el primer paso a realizar es el estudio de la compatibilidad entre los géneros en la
busqueda de al menos una combinacion que genere hibridos fértiles para ser
utilizados como plantas puente en cruzamientos con el resto de las especies de los
géneros Petunia y Calibrachoa. Resultados exitosos debido a la obtencion de
hibridos puente fueron encontrados en cruzamientos entre diferentes especies
tuberosas del género Solanum (Jansky, 2009) y Trifolium L. (Hussain & Williams,
1997).

La corroboracion de los hibridos se realiza a través de la cuantificacion de ADN por
citometria de flujo. Para el analisis se utiliza DAPI (4",6-diamidino-2-fenilindole)
como fluorocromo y luz ultravioleta, con una absorbancia de 350 nm (Johnston et
al. 1999) y una emision de 450 nm (Dolezel, 1994). Si bien este fluorocromo no
puede ser usado para estimar el contenido de ADN, ya que se pega
preferentemente a las bases adenina-timina (AT) (Kapusciniski, 1995), en estudios
especificos puede ser usado para la identificacion de niveles de ploidia, arreglos en
las pares de bases y estructura de la cromatina en estudios especificos (Manzini et
al. 1983). La seleccidn de esta técnica se baso en lo reportado por Buitendijk et al.
(1997) quienes identificaron con éxito hibridos interespecificos en el género
Alstroemeria usando citometria de flujo y DAPI como fluorocromo, mediante la
obtencion de valores intermedios en los promedios de fluorescencia.

En los hibridos putativos obtenidos es importante conocer su compatibilidad en
cruzamientos puente con las especies de Petunia y Calibrachoa involucradas en el
presente trabajo. En cuanto a la posibilidad de utilizarse como parentales

masculinos, existen técnicas indirectas que permiten conocer la viabilidad del polen,
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dada la sensibilidad de los gametos masculinos a las anormalidades citogenéticas
gue pueden derivar en semiesterilidad (Stelly et al.1990). Ademas de su importancia
para el mejoramiento de las plantas, el conocimiento de la fertilidad de los hibridos
a través de la viabilidad del polen contribuye al entendimiento de las barreras
reproductivas entre géneros y especies, y a conocer el efecto biolégico de la
domesticaciéon y el aislamiento reproductivo artificial sobre la evolucion de dichas
barreras (Kaur & Singhal, 2019).

En los estudios de viabilidad y fertilidad de polen en distintas especies se utilizan
diversos tipos de tincién. Algunos de ellos se basaron en colorantes nucleares como
carmin propionico (Whelan, 1982), citoplasmaticos como Buffalo Black NBR
(Jackson, 1988) o diferenciales como el método de Alexander utilizado en este
trabajo (Atlagic, 1996; Alexander, 1969). Dichos procedimientos detectan el polen
no abortivo e indirectamente evaltan la viabilidad del mismo.

Una herramienta biotecnologica valiosa para apoyar el mejoramiento de plantas
ornamentales son los marcadores moleculares basados en la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR), que han demostrado ser utiles en la identificacion de
hibridos, variedades y productos de programas de mejoramiento genético en
estados tempranos de desarrollo. Esto generalmente permite asegurar que los
hibridos obtenidos en los ensayos son producto de las selecciones deseadas
(Cérdenas Contreras, 2009).

Desde principios de siglo, la caracterizacion de los diferentes cultivos de interés
ornamental se ha llevado a cabo con la ayuda de caracteres morfo-agronémicos y
mMAas recientemente con isoenzimas y proteinas de reserva. Las caracteristicas
morfolégicas externas de las plantas fueron los primeros marcadores que se
utilizaron y suelen ser habitualmente el primer paso de la identificacion (Pérez de la
Torre, 2011).

La aplicacibn de marcadores moleculares en floricultura ha permitido la
caracterizacion de al menos 45 géneros de importancia ornamental. Alstroemeria,
Lilium, Gerbera L., Petunia, Pelargonium L'Hér., Chrysantemun y Rosa, son algunos

de los géneros estudiados (Escanddn et al., 2010).
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Entre los marcadores de efectiva utilizacion para la identificacién varietal pueden
citarse los microsatélites anclados o inter secuencias simples repetidas (Interspread
single sequence repeats, ISSR), los cuales presentan la sensibilidad necesaria para
distinguir entre individuos genéticamente préximos (Pérez de la Torre, 2011).

La técnica de ISSR fue aplicada satisfactoriamente en la identificacion de cultivares
como: Solanum tuberosum (Onamu et al., 2016); Oryza sativa L. (Kiani y Katalani,
2018) y en especies de Vigna umbellata (Thunb.) Ohwi & H. Ohashi (Saxena y
Rukam, 2020), como asi también en especies ornamentales de los géneros
Chrysanthemum (Cid-Contreras et al, 2019; Kumar et al., 2018), Mecardonia Ruiz
& Pav. (Pérez de la Torre et al., 2010), Hydrangea L. (Zhang y Sun, 2017),
Glandularia (Salvi et al., 2009), Jacaranda Juss. (Escandon et al., 2005b y Pérez de
la Torre et al., 2003) y Nierembergia (Escandén et al., 2007b; Pérez de la Torre et
al., 2006), en estos ultimos, permiti6 determinar la variabilidad genética en
poblaciones de ambos géneros.

En funcion de la problematica citada, el presente trabajo tiene como objetivo sentar
las bases para la obtencion de hibridos intergenéricos en los complejos Calibrachoa
— Petunia a partir de la identificacion de cruzamientos intermedios compatibles.
Asimismo, propone investigar las bases mecanisticas que subyacen el proceso.
Los resultados obtenidos brindan informacion basica para poder ser aplicada en
forma directa en los planes de mejoramiento llevados a cabo en el Instituto de
Floricultura, dentro del marco del proyecto: "Mejoramiento genético de plantas
ornamentales, aromaticas y medicinales, nativas y exéticas™ (cartera de proyecto
INTA 2019-2022), asi como también para los proyectos de investigacion aplicada
de la Facultad de Ciencias Agrarias (UNLZ): "Evaluacion de la implementacion de
técnicas agroecologicas en el cultivo y mejora genética de especies horticolas y
floricolas™ y "Mejoramiento y evaluacion de plantas nativas sudamericanas de

interés para el mercado ornamental global”.
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OBJETIVOS

» Conocer el nivel de compatibilidad intergenérica entre las siguientes especies
de los géneros Petunia y Calibrachoa: P. integrifolia (Hook.) Schinz & Thell.,
P. inflata R.E. Fr, P. interior Ando & Hashim. y P. axillaris subsp. axillaris; y
seis especies correspondientes al género Calibrachoa: C. linoides (Hook.)
Wijsmann, C. ovalifolia (Miers) Stehmann & Semir, C. thymifolia (A. St.-Hill.)
Stehmann & Semir, C. caesia (Sendth.) Wijsmann, Calibrachoa x hybrida var.
Kabloom blue y C. x hybrida var. Kabloom yellow.

> b) Obtener hibridos intermedios que permitan combinar en forma indirecta
caracteristicas de las especies de Calibrachoa y Petunia que no se cruzan

en forma directa.

» c) Superar barreras de incompatibilidad intergenéricas por medio de la
utilizacién de hibridos puente en el complejo Calibrachoa - Petunia.

13
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MATERIALES Y METODOS

1. Obtencion de hibridos puentes putativos

1.1. Cruzamientos

Para la obtencion de hibridos fueron realizados cruzamientos intergenéricos
dirigidos entre cuatro especies nativas correspondientes al género Petunia: P.
integrifolia (Hook.) Schinz & Thell (Cod. IF: 20060920C), P. inflata R.E. Fr (Cod. IF:
20060920F), P. interior Ando & Hashim. (Cod. IF: 200320b2) y P. axillaris subsp.
axillaris (Cod. IF: 20060919E) (Fig.1); cuatro especies nativas correspondientes al
género Calibrachoa; C. linoides (Hook.) Wijsmann (Cod. IF: 20081102B), C.
ovalifolia (Miers) Stehmann & Semir (Cod. IF: 20081131A), C. thymifolia (A. St.-Hill.)
Stehmann & Semir (Cod. IF: 20181022b1) y C. caesia (Sendth.) Wijsmann (Cod. IF:
20081111F) y dos variedades comerciales correspondientes al género Calibrachoa:
C. x hybrida var. Kabloom blue y C. x hybrida var. Kabloom yellow como parentales

para la obtencion de hibridos puente (Fig. 2).

Figura 1. Especies nativas de Petunia utilizadas en los cruzamientos
intergenéricos. a- P. integrifolia. b- P. interior. c- P. inflata. d- P. axillaris.
Barras= 2,5 cm 14
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Figura 2. Especies nativas y comerciales de Calibrachoa utilizadas en los
cruzamientos intergenéricos. a- C. caesia. b- C. ovalifolia. c- C. linoides. d- C.
thymifolia. e- C. x hybrida var. Kabloom yellow. f- C. x hybrida var. Kabloom blue.
Aumento: barras= 2,5 cm

Se realizaron cruzamientos dirigidos involucrando genotipos selectos segun su valor
ornamental. Para las especies de Petunia se utilizaron tres genotipos selectos y
para las especies de Calibrachoa uno. Para cada combinacion evaluada se
efectuaron al menos diez cruzamientos, utilizando cada genotipo como parental
masculino y femenino. Los mismos se llevaron a cabo utilizando gineceos
provenientes de pimpollos emasculados y polen fresco. La emasculacion fue
realizada previa a la polinizacion. Los pimpollos fueron abiertos con una pinza,
extrayendo las anteras juntamente con la corola. El polen, extraido de flores en
antesis del progenitor masculino, fue inmediatamente depositado sobre el estigma
de los pimpollos. La polinizacién fue realizada durante el mediodia.

La compatibilidad entre cada combinacion fue evaluada a través de la tasa de
fructificacion (TF) definida como el numero de frutos formados cada diez flores
polinizadas o cruzamientos intergenéricos realizados. Como testigos se utilizaron
cruzamientos intraespecificos compatibles. La tasa de fructificacion se expresa en
porcentaje. Para el andlisis estadistico se utilizé la prueba de diferencia de

proporciones basadas en la distribucién exacta del estadistico de Fisher, segin
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corresponde con el paquete estadistico Infostat (Di Rienzo et al., 2008). Las pruebas
estadisticas que mostraron valor P < 0,05 fueron consideradas como
estadisticamente significativas.

En cada cruzamiento dirigido realizado se aguardé el posible desarrollo de frutos y
semillas.

1.2. Siembra de semillas hibridas y cultivo de las plantas obtenidas
Para la siembra de todas las semillas se llevé a cabo el mismo protocolo, previo a
la siembra fueron sumergidas en acido giberélico (100 ppm) durante 12 hs y luego
fueron sembradas con sustrato estéril a base de turba:perlita:vermiculita (2:1:1) en
contenedores de 8 cm de diametro. Una vez formadas las plantulas fueron
trasplantadas a macetas de 10 cm de diametro con el mismo tipo de sustrato. Las
etapas de siembra y cultivo se realizaron en los invernaculos del Instituto de
Floricultura del Centro Nacional de Investigaciones Agropecuarias (CNIA), INTA
(34° 36" latitud S, 58° 40" longitud O) (Fig.3).

Figura 3. Invernaderos y mesadas con ejemplares cultivados.

Dentro del manejo de invernaculo se realizé control sanitario a partir del monitoreo
previo para detectar la presencia de plagas y enfermedades. Cuando fue necesario
se realizaron aplicaciones de insecticida y acaricida organico (mezcla de ésteres
vegetales y jabon, Agri Star) y fungicida (Carbendazim, Brometan).
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Se aplicé una fertilizaciéon sistematica del sustrato con NPK 43:26:45 ppm una vez
por semana. La forma de aplicacion fue fertirriego utilizando dosificadores

hidraulicos (Dosatron).

Se aguardé la germinacién de al menos alguna de las semillas hibridas obtenidas
y, una vez desarrolladas las plantas, se realizo la caracterizacion morfoldgica de las
mismas. Alcanzado el estado de floracién, se realizaron cruzamientos puente con
las especies parentales, utilizando los materiales hibridos como parentales

masculinos y femeninos.

1.3. Propagacion agamica de hibridos obtenidos
Los hibridos obtenidos fueron propagados agamicamente, cortando esquejes de 4-
5 cm de longitud. El material fue puesto a enraizar en macetas bols de 15 cm de
diametro con sustrato de turba:perlita:vermiculita 1:1:1 (v/v), bajo condicion de
microaspersion con una frecuencia de 10 segundos cada 5 minutos y temperaturas
de 25-35 °C . En cada maceta se colocaron 12 esquejes. Para facilitar el
enraizamiento se utilizd6 hormona a base de acido indol butirico 1000 ppm. Una vez
enraizados fueron trasplantados a macetas de plastico y cultivados de la misma

manera que las plantas provenientes de la propagacion por semillas.

2. ldentificacion de hibridos
2.1. Estudios por citometria de flujo
Se analizé el contenido de ADN de las especies progenitoras y de la progenie
hibrida.
Para la extracciéon de nucleos fueron picados 20 mg de hoja fresca de la muestra 'y
la misma cantidad del estandar, en forma conjunta con 0,5 ml del buffer de Otto |
(Tabla 1) dentro de una caja de Petri de vidrio. Posteriormente, la suspensiéon de
nucleos fue pasada por un filtro de nylon de 30 um y vertida sobre el tubo receptor
plastico, al cual se le adicion6 2 ml de buffer de tincion Otto Il (Tabla 1) con DAPI (4
mg/ml) (Otto, 1990).
Todas las muestras fueron analizadas con un equipo de citometria de flujo Modelo

Partec PA (software Partec Gmbh Alemania) con una lampara HBO 100 W/2. Los
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parametros del equipo fueron fijados en una ganancia de 310, una lectura de 0 hasta
999 y una velocidad de flujo de 2 pl/s.

El andlisis se realiz6 mediante tres repeticiones separadas en el tiempo de cada
planta evaluada con tres lecturas para cada repeticion (Dolezel & Bartos, 2005).
Para la cuantificacion de ADN fue calculada la intensidad relativa de fluorescencia
(IRF) (Mishiba et al. 2000), la cual reflejé el contenido relativo de ADN nuclear de
las muestras respecto del patron y correspondié al cociente entre las medias de
intensidad de fluorescencia de la muestra (divisor) y la del estandar interno o patron
(dividendo).

Tabla 1: Preparacion de los buffers utilizados para el analisis de ADN por citometria de
flujo.

Buffer Otto | Buffer Otto 11
Acido citrico monohidratado 429 |NaHPO4.12H,0 28.65¢
0,1M
Tween 20 0,5% v/v 1ml

Llevar a 200 ml de volumen final, filtrar el | LIevar a 200 ml de volumen final, filtrar el
buffer con un filtro 0,22 um y conservar a | buffer con un filtro 0,22 um y conservar a
4 °C. temperatura ambiente.

Fuente Otto, 1990

2.2. Estudios por viabilidad del polen hibrido

La fertilidad de las plantas hibridas fue evaluada mediante la observacién de granos
de polen abortados. Para el recuento de la cantidad de polen abortado y no abortado
fue realizada una tincién diferencial (Alexander, 1969). Para el analisis se colectaron
granos de polen provenientes de flores en estado de antesis. Los mismos fueron
colocados sobre un porta-objeto con una gota de la solucion de tincién durante 15
minutos. La esterilidad del polen esta asociada a granos de polen tefiidos de color
verde claro y la viabilidad a granos de polen tefidos de color rojo. El porcentaje de

polen fértil se determiné sobre un total de 400 granos.
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2.3. Estudios moleculares
Extraccion, purificacion y cuantificacion de ADN

El ADN total se extrajo a partir de 30-40 mg de hojas joévenes liofilizadas siguiendo
el protocolo de Pérez de la Torre, et al. (2010) dejando actuar el buffer CTAB durante
2 h a 65 °C en agitacion constante.

Las proteinas y restos de componentes celulares se eliminaron por adicion de
cloroformo:octanol (24:1) y posterior precipitacion con isopropanol frio y
centrifugacion a 4 °C, recuperando el sobrenadante.

El ARN fue removido por digestion con la enzima Ribonucleasa pancreética bovina
tipo I-A (0,1 pg/ml) (Sigma). Las impurezas remanentes fueron extraidas con
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1), y los restos de fenol fueron eliminados
con cloroformo:octanol (24:1). EI ADN presente en el sobrenadante fue
reprecipitado con isopropanol frio, cloruro de sodio 5M (5 %) y centrifugacion a 4
°C.

Luego de 2 lavados con etanol 70 %, el pellet obtenido se resuspendié en cantidad
suficiente de buffer TE 1X hasta su disolucién total. (Ver protocolo completo en
Anexo I-B).

Las muestras de ADN se conservaron a -20 °C.

La concentracion y pureza del ADN obtenido se verificé en un gel de agarosa (TAE
1X) al 0,8% tefiido con bromuro de etidio (0,01 mg/ml) y se cuantificO por
comparacion con el marcador de peso molecular A cortado con la enzima Hind Ill
(Pb-L, UNQ).
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Amplificacion del ADN

Se utilizaron 13 iniciadores ISSR (Tabla 2), descriptos por la UBC, Jain et al., (1999)
y Blair et al., (1999).

Tabla 2: Iniciadores ISSR utilizados en las reacciones de PCR.

Iniciador Secuencia (5°-3°) Referencia
S'CT CCCGGATCC(CT)9 Blair et al. 1999
5'CA CCCGGATCC(CA)9 Blair et al. 1999
5°GT CCCGGATCC(GT)9 Blair et al. 1999
5'GA CCCGGATCC(GA)9 Blair, et al. 1999
5’GACA TC(GACA)4 Jain et al. 1999
3’CAC (CAC)5GT Jain et al. 1999
3’CAG (CAG)5AT Jain et al. 1999
3’GGG GGG(TGGGG)2G UBC
3'GA (GA)9IT Blair et al. 1999
3'AG (AG)8C UBC
3'AC (AC)8G UBC
3TG (TG)8A UBC
3°'TC (TC)8A UBC

Ajuste de las condiciones de reaccién
Las reacciones de amplificacion, para cada iniciador, se llevaron a cabo con
volimenes de 3 mM de cloruro de magnesio. Para los iniciadores B, C, E, F, G, H,

I, J, K, y L se utilizaron 2 pl mientras que para los iniciadores A, D y M se utilizaron
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2,5 pl. Los valores de temperatura se tomaron teniendo en cuenta las temperaturas
utilizadas en trabajos previos del laboratorio con los mismos iniciadores (Escandon
et al., 2005c).

Las reacciones de PCR se prepararon en un volumen final de 25 ul, conteniendo

los siguientes componentes (Tabla 3).

Tabla 3: Componentes de la mezcla de reaccion.

Reactivo Cantidad

H.O ultra pura 12,9-13,4 pl
Buffer de reaccion 10X (Inbio

. 2,5 ul
Highway)
MgCl2 (25 mM) (Inbio
Highway) 20-25ul
Mix de dNTPs (1,25 mM de c/u) 40 ul
(Inbio Highway) ok
Iniciador (20 uM) (Qiagen
Operon) Loul
Taq polimerasa (5U/ul) (Inbio 01 ul
Highway) als
ADN (15 ng/ul) 2,0 ul

Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador BioRad (My Cycler)
(Fig.5) bajo las condiciones de amplificacidn que se muestran esquematicamente
en la Figura 4.
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1 ciclo ‘I 40 ciclos || 1 ciclo
4% oA Temperatura de
10 min 40 seg hibridacion segun )
=y /2% 72%C
iniciador [Tabla 8} Y o0seg .
-
45 seg

Figura 4. Esquema del programa utilizado en el termociclador My Cycler de
BioRad.

Los productos de PCR se verificaron en un gel de agarosa-TAE 1X al 3%, cargando
10 pl de una mezcla que contiene 8 ul del producto de reaccion y 2 ul de buffer de
siembra 3X (Azul de bromofenol 0,25 %, Glicerol 50 %, Tris-HCI 10mM, pH: 7,5,
EDTA 50 mM. Biodynamics), los geles fueron tefiidos con bromuro de etidio (0,05
mg/ml), corridos a 80 volt por 180 min y documentados con el sistema de fotografia
Doclt® de UVP (Fig. 5). Las bandas obtenidas fueron estimadas (en pares de bases

-pb-) por comparacién con el marcador de peso molecular 100 bp (PB-L, UNQ).

Figura 5. Equipamiento utilizado para estudios moleculares. a) Termociclador
My Cycler de BioRad. b) Sistema de fotografia Doclt® de UVP.
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Para evaluar la reproducibilidad del perfil de bandas obtenido, tanto la extraccion de
ADN como las reacciones de PCR se efectuaron 3 veces. Para el andlisis solo se
consideraron aquellas bandas claramente definidas, independientemente de su
intensidad. Las bandas con igual migracién fueron consideradas como fragmentos

idénticos. El analisis de los perfiles de amplificacion se realizo visualmente.
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RESULTADOS

1. Obtencion de hibridos puentes putativos
La tasa de fructificacion (TF) mostr6 resultados variables para cada combinacion.
Debido a que no se hallaron diferencias significativas para los 3 genotipos utilizados
dentro de cada especie del género Petunia, se tomaron valores promedio de estos
para luego compararlos con el estadistico de diferencia de proporciones en las

diferentes combinaciones con las especies de Calibrachoa (Anexo I- A).

1.1 Cruzamientos

1.1.1. Cruzamientos utilizando Petunia integrifolia como parental femenino
Los mejores resultados se obtuvieron de los cruzamientos P. integrifolia x C. caesia,
P. integrifolia x C. x hybrida var. Kabloom yellow y Kabloom blue, donde no se
mostraron diferencias significativas con el testigo, presentando un 80 % de tasa de
fructificacion en la primera combinacion y 100 % de tasa de fructificacion en las dos
ultimas (Tabla 1) (Fig. 1). La combinacion de P. integrifolia x C. thymifolia presenté
diferencias significativas con el testigo, presentando un 50 % de tasa de
fructificacion (Tabla 1.1) (Fig. 1.1).

No se obtuvo produccion de frutos en la combinacion de P. integrifolia x C. ovalifolia
y P. integrifolia x C. linoides por lo que la tasa de fructificacion expresada en
porcentaje fue 0 %, en comparacion con la combinacién utilizada como testigo de
P. integrifolia x P. integrifolia donde la tasa de fructificacion fue de 100 % (Tabla
1.1).
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Tabla 1.1: Tasa de Fructificacién TF (%)
(Frutos obtenidos / N° de flores polinizadas).

P. integrifolia x C. ovalifolia 0 (0/10) a
P. integrifolia x C. linoides 0(0/10) a
P. integrifolia x C. thymifolia 50 (5/10) a
P. integrifolia x C. caesia 80 (8/10) b

. integrifolia x C.

x hybrida var. K. yellow

100 (10/10) b

. integrifolia x C.

x hybrida var. K. blue

100 (10/10) b

. integrifolia x P.

integrifolia

100 (10/10) b

Letras diferentes indican diferencias significativas segin andlisis de

(p<0,05).

proporciones por el estadistico Fisher

Figura 1.1. Formacion de frutos en especies nativas de Petunia utilizadas en

los cruzamientos intergenéricos. a- P.

integrifolia x C. thymiflolia. b- P.

integrifolia x C. caesia. c- P. integrifolia x C. x hybrida var. Kabloom yellow.
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1.1.2. Cruzamientos utilizando Petunia inflata como parental femenino

En las combinaciones de P. inflata x C. x hybrida var. Kabloom yellow, P. inflata x
C. x hybrida var. Kabloom blue y P. inflata x C. caesia no se encontraron diferencias
significativas con el testigo, debido a que la tasa de fructificacién fue de 100 % en
los primeros dos casos y 90 % en el tercero (Tabla 1.2) (Fig. 1.2).

El cruzamiento de P. inflata x C. thymifolia presento diferencias significativas con el
testigo, presentando un 40 % de tasa de fructificacion (Tabla 2).

No se produjo formacién de frutos en las combinaciones de P. inflata x C. ovalifolia
y P. inflata x C. linoides, por lo que el porcentaje de tasa de fructificacién fue 0 % en
comparacion con la combinacion utilizada como testigo de P. inflata x P. inflata

donde el porcentaje de tasa de fructificacion fue 100 % (Tabla 1.2).

Tabla 1.2: Tasa de fructificacion TF (%)
(Frutos obtenidos / N° de flores polinizadas).

P. inflata x C. ovalifolia 0(0/10) a
P. inflata x C. linoides 0(0/10) a
P. inflata x C. thymifolia 40 (4/10) a
P. inflata x C. caesia 90 (9/10) b
P. inflata x C. x hybrida var. K. yellow 100 (10/20) b
P. inflata x C. x hybrida var. K. blue 100 (10/10) b
P. inflata x P. inflata 100 (10/10) b

Letras diferentes indican diferencias significativas segun analisis de proporciones por el estadistico Fisher
(p<0,05).
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Figura 1.2. Formacion de frutos en especies nativas de Petunia utilizadas en los
cruzamientos intergenéricos. a- Frutos de P. inflata x C. caesia. b- Fruto con dehiscencia
de P. inflata en cruzamiento testigo (P. inflata x P. inflata). Aumento: barras= 4 mm

1.1.3.  Cruzamientos utilizando Petunia axillaris como parental femenino
La produccién de frutos para la combinacion de P. axillaris con C. ovalifolia, C.
linoides, C. thymifolia, C. caesiay C. x hybrida var. Kabloom yellow y var. Kabloom
blue fue nula en comparacion con la combinacién utilizada como testigo de P.
axillaris x P. axillaris, por lo que el porcentaje de tasa de fructificacion fue 0 % (Tabla
1.3).

Tabla 1.3: Tasa de fructificacion TF (%)
(Frutos obtenidos / N° de flores polinizadas).

P. axillaris x C. ovalifolia 0(0/10) a
P. axillaris x C. linoides 0(0/10) a
P. axillaris x C. thymifolia 0(0/10) a
P. axillaris x C. caesia 0(0/10) a
P. axillaris x C. x hybrida var. K. yellow 0(0/10) a
P. axillaris x C. x hybrida var. K. blue 0(0/20) a
P. axillaris x P. axillaris 100 (10/10) b

Letras diferentes indican diferencias significativas segin andlisis de proporciones por el estadistico Fisher
(p<0,05).
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1.1.4. Cruzamientos utilizando Petunia interior como parental femenino
Los mejores resultados se obtuvieron de los cruzamientos P. interior x C. caesia, C.
x hybrida var. Kabloom yellow y Kabloom blue donde no se encontraron diferencias
significativas con el testigo de P. interior x P. interior, presentando un 100 % de tasa
de fructificacién en los primeros dos casos y 80 % en el tercero (Fig. 1.3).

Para las combinaciones de P. interior x C. ovalifolia, C. linoides y C. thymifolia no

se observé desarrollo de frutos (Tabla 1.4).

Tabla 1.4: Tasa de fructificacion TF (%)
(Frutos obtenidos / N° de flores polinizadas).

P. interior x C. ovalifolia 0(0/10) a
P. interior x C. linoides 0(0/10) a
P. interior x C. thymifolia 0 (0/10) a
P. interior x C. caesia 100 (10/10) b

P. interior x C. x hybrida var. K. yellow 100 (10/10) b

P. interior x C. x hybrida var. K. blue 80 (8/10) b

P. interior x P. interior 100 (10/10) b

Letras diferentes indican diferencias significativas segin andlisis de proporciones por el estadistico Fisher
(p<0,05).

1.1.5. Cruzamientos utilizando Calibrachoa como parental femenino
Cuando las distintas especies de Calibrachoa fueron utilizadas como parental
femenino no se observé desarrollo de frutos por lo que la tasa de fructificacion fue
de 0 %.
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Figura 1.3. Formacion de frutos en especies nativas de Petunia utilizadas en los
cruzamientos intergenéricos. a- Frutos con dehiscencia de P. interior x C. caesia. b-
Fruto inmaduro de P. interior x C. x hybrida var. Kabloom yellow. Aumento: barras= 3

mm

1.2. Obtenciény cultivo de plantas hibridas
Producto de la siembra de las semillas conseguidas en los cruzamientos
intergenéricos mencionados, se obtuvo una Unica plantula hibrida en la combinacién

de P. inflata x C. x hybrida var. Kabloom yellow (Fig. 1.4).

Figura 1.4. Coleccién de semillas y plantula hibrida obtenida. a- Recoleccion de
semillas provenientes de los cruzamientos intergenéricos realizados. b- Plantula
hibrida proveniente del cruzamiento de Petunia inflata x C. x hybrida var. Kabloom

yellow.
29



Victor José Milicia- Capitulo |

Caracterizacién morfoldgica del hibrido puente y sus parentales

El hibrido obtenido entre Petunia y Calibrachoa (HPC) presenta las siguientes
caracteristicas morfolégicas: hierba anual de hasta de 40 cm de alto, erecta al inicio
del desarrollo luego presenta ramificaciones basales con tallos decumbentes y
ascendentes; tallos cilindricos, glanduloso-pilosos. Hojas basales con peciolo de
hasta 15 mm, tornandose mas cortos o sésiles hacia el apice; laminas de 34-55 x
15-35 mm, elipticas, angostamente-elipticas u ovadas, apice agudo, base atenuada,
decurrente formando un falso peciolo, densamente glandular-pilosa, membranacea,
con nervadura primaria evidente, secundarias poco evidentes. Flores axilares con
pedicelos de 28-33 mm, ascendentes, glandular-pilosos; caliz formado por cinco
sépalos con I6bulos de 8-10 x 2 mm, verdosos, linear-oblongos, apice obtuso,
glandular-piloso; corola de 25-30 mm de longitud, campanulada-infundibuliforme,
ligeramente zigomorfa, purpurea, con garganta purpurea-clara hacia el interior del
tubo, algo reticulada, limbo de 28-33 mm de diametro, con Iébulos suborbiculares,
apices obtusos; filamentos adnatos 2,5-4,5 mm a la base de la corola, el menor de
7-10 mm, el par mediano de 11-13 mmy el par mayor de 12-15 mm, anteras de 1-
1,5 mm, abriéndose completamente, polen amarillo; ovario de 1.8-2,2 mm, conico,

estilo de 9-11 mm, estigma dilatado, obconico (Fig. 1.5y 1.6) (Tabla 1.5).
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Figura 1.5. Morfologia del hibrido HPC. a- Vastago con flores. b y d- Detalle de la
flor. c- Planta cultivada en cantero al aire libre.

Petunia inflata es una hierba anual de hasta de 50 cm de alto, erecta al inicio del
desarrollo, después con muchas ramificaciones basales con tallos decumbentes y
ascendentes; tallos cilindricos, glanduloso-pilosos, variables en longitud. Hojas
basales con peciolo de hasta 18 mm, tornandose mas cortos o sésiles hacia el
apice; laminas de 50-65 x 10-37 mm, elipticas, angostamente-elipticas u ovadas,
apice agudo, base atenuada, decurrente formando un falso peciolo, esparcida a
densamente glandular-pilosa, membranacea, con nervadura primaria evidente,
secundarias poco evidentes. Flores axilares con pedicelos de 8-20 mm,
ascendentes, glandular-pilosos; caliz con tubo de 2-3 mm, purpureo, l6bulos de 6-
10 x 1 mm, verdosos, linear-oblongos o linear-oblanceolados, apice obtuso,
glandular-piloso; corola de 23-30 mm de longitud por 25-30 mm de diametro ,

campanulada-infundibuliforme, ligeramente zigomorfa, purplrea, con garganta
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purpurea-clara hacia el interior del tubo, algo reticulada, con I6bulos suborbiculares,
de apice agudo; filamentos 2,5-4,5 mm a la base de la corola, el menor libre de 5,5-
6 mm, el par mediano de 6-7 mmy el par mayor de 9-12 mm, anteras de 1,5-2 mm,
abriéndose completamente, polen violaceo; ovario de 2-3 mm, cénico, estilo de 8-
11 mm, estigma dilatado, obconico; capsula ovoide de 6-7,5 x 4-5 mm, castafio-
clara; caliz fructifero por lo menos dos veces mayor que la capsula; pedicelo
fructifero de 10-26 mm, siempre ascendente, recto o ligeramente curvo; semillas

nmerosas, subglobosas (Fig.1.6) (Tabla 1.5).

Calibrachoa x hybrida var. Kabloom yellow:

Subarbusto pequefio, decumbente, perenne, tallos cilindricos con indumento,
piloso o subvilloso, tricomas simples, glandulosos; hojas subseésiles, alternas,
solitarias, a veces con fasciculos de hojitas pequefias en la axila de las hojas
maduras debido a la presencia de braquiblastos, lamina entera 14-18 x 4-5 mm,
membranéacea, linear-espatulada, oblonga, apice obtuso, cuneada, margen entero,
nervadura primaria, impresa en la cara adaxial, prominente en la cara abaxial,
nervaduras secundarias en general no evidentes. Inflorescencia terminal, primera
ramificacién en general dicotomicamente ramificada, después monocasial, formada
por una secuencia de unidades simpodiales con una flor axilar y un par de bracteas
foliosas opuestas en cada nudo; peddnculos suberectos 7-10 mm, indumento
siempre presente. Flores pentdmeras, simetria floral zigomorfa; céliz formado por
cinco sépalos 9-11 x 2 mm hendido hasta la mitad de su longitud; tubo
campanulado, I6bulos angostandose en direccion al apice; corola campanulada-
infundibuliforme, color amarilla con venacibn mas o menos intensa y nervios
principales a prominentes exteriormente, base subcilindrica, garganta circundada

por un anillo amarillo mas o menos definido, tubo penta-lobado de 18-25 de longitud
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X 23-25 mm de diametro, l6bulos de apice obtuso; estambres heterodinamos, un
par mayor 12-16mm, un par mediano 10-14 mm y un estambre menor 8-12 mm,
filamentos filiformes, de apice mas o menos curvo, glabros, base adnata al tubo
corolino, anteras ovadas, dehiscencia longitudinal, amarillas; ovario supero,
bicarpelar, bilocular, multiovulado, évulos con placentacion axilar, estilo filiforme 9-
12 mm, con apice levemente curvo, estigma bilobado, situado entre las anteras del
par medio y mayor de estambres, pedunculo fructifero recto o algo curvo; céliz
persistente, envolviendo a la capsula; capsula ovoide- globosa, septicida, 2-valvar,

replum persistente, glabra; semillas numerosas, globosas (Fig.1.6) (Tabla 1.5).

Figura 1.6. Caracteristicas morfoldgicas de la flor del hibrido HPC y sus parentales.
a- Detalle de la flor de P. inflata. b- Detalle de la flor de C. x hybrida var. kabloom
yellow. c- Detalle de la flor de HPC.

El del hibrido HPC presenta caracteristicas morfolégicas compartidas con P. inflata

y C. x hybrida var. kabloom yellow. De Petunia presenta caracteristicas del vastago,
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el color de flor parpura y su tamafo, habito de crecimiento herbaceo con ciclo anual
en clima templado y de Calibrachoa presenta anteras de color amarillo, todos los
estambres adnados a la corola y los |6bulos de la corola con &pice obtuso (Tabla
1.5).
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Tabla 1.5: Caracteristicas morfoldégicas sobresalientes de los géneros Petunia y Calibrachoa

observadas en el hibrido puente HPC (P. inflata x C. x hybrida var. Kabloom yellow).

Caracteristicas morfoldgicas de

Petunia Caracteristicas morfologicas presentes en HPC

Morfologia del tallo y hojas v

Flores de color purpura

Vg
Habito de crecimiento herbaceo v

Anteras de color violaceo

x

Estambres libres

XX

Lébulos de la corola con apice agudo

Caracteristicas morfologicas de
Calibrachoa:

Morfologia del tallo y hojas

Flores de color amatrillo

Anteras de color amatrillo

Estambres adnados a la corola

NN XX

Lobulos de la corola con apice obtuso

2. Identificacion de hibridos

2.1. Identificacién del hibrido por citometria de flujo

La técnica de andlisis celular para inferir el contenido de ADN en los parentales P.
inflata y C. x hybrida var. Kabloom yellow, asi como también del hibrido obtenido
por el cruzamiento de los mismos, mostro una ubicacion desfasada del hibrido hacia
la derecha con respecto a las especies progenitoras, en lugar de encontrar
contenidos intermedios de ADN como era de esperar. La existencia de cantidades
similares de ADN entre los parentales no permitié confirmar por esta técnica la
naturaleza del hibrido HPC (Fig.1.7)
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Figura 1.7. Histograma obtenido por citometria de flujo relacionando el nimero de
ndcleos analizados con la intensidad de fluorescencia de DAPI para los parentales
P. inflata, C. x hybrida var. Kabloom yellow y el hibrido HPC.

2.2. Estudios de viabilidad del polen hibrido

El 5 % de los granos de polen del hibrido HPC present6 una tincién de color rojo la
cual indica la viabilidad de éstos, mientras que el 95 % restantes presentd una
coloracién verde tipica de granos de polen no viables. Las especies parentales del
hibrido, P. inflata y C. x hybrida var kabloom yellow, utilizadas como testigos,
mostraron 96 % y 94 % de granos de polen viables tefiidos de color rojo. El polen
abortado aparece de color verde debido a que el verde de malaquita tifie
especificamente la pared celular, mientras el acido fucsinico penetra las células
vivas y colorea el citoplasma de rojo (Fig.1.8). Sin embargo, la presencia de polen

inviable permite sumar evidencia a la naturaleza hibrida de HPC.
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Figura 1.8. Tincion de granos de polen por método de Alexander. a y b.- granos de
polen del hibrido HPC. c- Granos de polen de C. x hybrida var. Kabloom yellow. d-
Granos de polen de P. inflata.

2.3. Estudios moleculares para la verificacion del hibrido HPC.

Como resultado del protocolo de extraccion utilizado, se obtuvo cantidad y calidad

adecuada de ADN necesarias para las reacciones de amplificacion. A partir de las

concentraciones obtenidas se realizaron diluciones a fin de lograr las

concentraciones 6ptimas para las reacciones de PCR.

Los perfiles de amplificacion por PCR obtenidos en las corridas electroforéticas

mostraron para la planta hibrida la presencia de bandas del parental femenino,

mientras que las bandas del parental masculino se apreciaron en el iniciador 3'GA

siendo de esta manera confirmada la verificacion molecular del hibrido HPC.

Las Figura 1.9 muestra, a modo de ejemplo, los perfiles de bandas obtenidos en el

hibrido HPC y sus parentales.
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HPC py PF HPC PM PE HPC PM PF HPC PM PE HPC PM PE

Figura 1.9. Perfiles de amplificacion del hibrido entre P. inflata y C. x hybrida var.
Kabloom yellow (HPC). Marcado de la zona donde se observa la banda del parental
masculino en el hibrido. M2: marcador de peso molecular 400 bp. PM: parental
masculino. PF: parental femenino.

3. Cruzamientos puentes con el género Petunia

La tasa de fructificacion en los cruzamientos puente mostro resultados variables
para cada combinacion. La produccion de frutos en la combinacion de P. integrifolia
y P. inflata con HPC fue exitosa presentando porcentajes de tasa de fructificacion
del 90 % y 100 %, respectivamente. Mientras que no fue exitosa para la combinacién
de P. axillaris x HPC y P. interior x HPC cuyo porcentaje de tasa de fructificacion
fue 0 % (Tabla 1.6).

Cuando HPC fue utilizado como parental femenino se obtuvieron porcentajes de
tasa de fructificacion del 70 % y 100 % para las combinaciones de HPC x P. inflata

y HPC x P. integrifolia. Por el contrario, no fue exitosa la produccién de frutos para
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la combinacién de HPC x P. axillaris y HPC x P. interior donde la tasa de
fructificacion fue 0 % (Tabla 1.7).

Tabla 1.6: Tasa de fructificacion TF (%) (Frutos obtenidos / N° de flores
polinizadas) en cruzamientos puente entre el hibrido como parental masculino y
las especies de Petunia utilizadas.

Petunia Petunia Petunia Petunia
Cruzamientos integrifolia inflata axillaris interior
puente
Hibrido HPC (Petunia
')?‘;']‘;"ltbarig ;j‘g?racma 9/10 a 10/10 a 0/10 b 0/10 b
Kabloom yellow)

Letras diferentes indican diferencias significativas segin andlisis de proporciones por el estadistico Fisher
(p<0,05).

Tabla 1.7: Tasa de fructificacion TF (%) (Frutos obtenidos / N° de flores
polinizadas) en cruzamientos puente entre el hibrido como parental femenino y
las especies de Petunia utilizadas.

Petunia Petunia Petunia Petunia
Cruzamientos integrifolia inflata axillaris interior
puente
Hibrido HPC (Petunia
')?2%1@ fj‘g:’ rachoa | 16110 7/10 a 0/10 b 0/10 b
Kabloom yellow)

Letras diferentes indican diferencias significativas segin analisis de proporciones por el estadistico Fisher
(p<0,05).

4. Cruzamientos puente con el género Calibrachoa
En los cruzamientos puente entre el hibrido HPC y las distintas especies de
Calibrachoa involucradas se observaron diferentes resultados en funcion de la
utilizacion de HPC como parental masculino o femenino.
En las combinaciones de HPC como parental femenino y C. caesia, C. x hybrida

var. Kabloom yellow y var. Kabloom Blue, se obtuvo 100 % de tasa de fructificacion
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(Tabla 8). Por lo contrario, las combinaciones de HPC con C. ovalifolia, C. linoides
y C. thymifolia no obtuvo formacion de frutos siendo su tasa de fructificacion de 0%

El porcentaje de tasa de fructificacion fue de 0 % para todas las combinaciones de

Calibrachoa con HPC como parental masculino (Tabla 1.9).

Tabla 1.8: Tasa de fructificacion TF (%) (Frutos obtenidos / N° de flores polinizadas) en cruzamientos
puente entre el hibrido como parental femenino y las especies del género Calibrachoa utilizadas.

Calibrachoa | Calibrachoa | Calibrachoa | Calibrachoa | Calibrachoa | Calibrachoa
Cruzamientos ovalifolia caesia linoides thymifolia | hybrida var | hybrida var
puente K. yellow K. blue
Hibrido (Petunia
;?E?Lang Cabrachoa | g0 10/10 a 0/10 b 0/10 b 1010a | 10/10a
Kabloom yellow)

Letras diferentes indican diferencias significativas segin andlisis de proporciones por el estadistico Fisher

(p<0,05).

Tabla 1.9: Tasa de fructificacion TF (%) (Frutos obtenidos / N° de flores polinizadas) en cruzamientos
puente entre el hibrido como parental masculino y las especies del género Calibrachoa utilizadas.

Calibrachoa | Calibrachoa | Calibrachoa | Calibrachoa | Calibrachoa | Calibrachoa
Cruzamientos ovalifolia caesia linoides thymifolia | hybrida var. | hybrida var.
puente K. yellow K. blue

Hibrido (Petunia
inflata x
Calibrachoa x 0/10 a 0/10 a 0/10 a 0/10 a 0/10 a 0/10 a
hybrida var.
Kabloom yellow)

Letras diferentes indican diferencias significativas segin andlisis de proporciones por el estadistico Fisher
(p<0,05).

Los frutos obtenidos en los cruzamientos puente mencionados anteriormente
mostraron diferencia de tamafios comparados con los frutos formados en los
cruzamientos intergenéricos iniciales y con los cruzamientos testigo (Fig. 1.9).

Los frutos formados en las combinaciones puente donde el hibrido HPC se utilizé
tanto como parental masculino o como parental femenino, mostraron un diametro

transversal promedio de 3 mm, mientras que los frutos formados en los
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cruzamientos intergenéricos mostraron diametros en entre 4 y 6 mm al igual que los

obtenidos en las combinaciones testigo.

Figura 1.10. Tamafio comparativo de los frutos obtenidos en los cruzamientos
puente. a- Fruto de cruzamiento testigo de P. inflata x P. inflata. b- Fruto de
cruzamiento de P. inflata x hibrido HPC. c-Detalle de fruto de P. integrifolia x hibrido
HPC. d- Fruto de hibrido HPC x P. inflata. e- Fruto proveniente del cruzamiento
intergenérico entre P. inflata x C. x hybrida var. Kabloom yellow. Aumento: barras=
10 mm

Independientemente del tamafio de los frutos y del niumero de las semillas
recolectadas por cada fruto proveniente de los cruzamientos puentes, la
germinacion de sus semillas mostré resultados variables. Se sembraron 50 semillas
por combinacién y se obtuvo germinacion y desarrollo de plantulas normales en las
combinaciones de HPC x P. integrifolia donde se obtuvieron 10 plantulas, HPC x P.
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inflata donde se obtuvieron 9 plantulas y P. inflata x HPC donde se obtuvieron 12
plantulas. El resto de las combinaciones no presentaron semillas germinadas (Fig
1.10).

Figura 1.11. Plantulas obtenidas por la siembra de semillas obtenidas en los
cruzamientos puente. a- Plantulas provenientes del cruzamiento de HPC x P.
integrifolia. b- Plantulas provenientes del cruzamiento de HPC x P. inflata. c-
Plantulas provenientes del cruzamiento de P. inflata x HPC. d- Ausencia de
germinacion en la siembra del cruzamiento de P. integrifolia x HPC.

Las plantas obtenidas en los cruzamientos puente entre P. inflata x HPC
presentan las siguientes caracteristicas morfologicas:

Hierba anual de hasta de 35 cm de alto, erecta al inicio del desarrollo luego presenta
ramificaciones basales con tallos decumbentes y ascendentes; tallos cilindricos,
glanduloso-pilosos. Hojas basales con peciolo de hasta 10 mm, tornandose mas

cortos o sésiles hacia el apice; laminas de 30-50 x 15-30 mm, elipticas,
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angostamente-elipticas u ovadas, apice agudo, base atenuada, densamente
glandular-pilosa, membranacea, con nervadura primaria evidente, secundarias poco
evidentes. Flores axilares con pedicelos de 30-35 mm, ascendentes, glandular-
pilosos; caliz formado por cinco sépalos con lébulos de 8-10 x 2 mm, verdosos,
linear-oblongos, apice obtuso, glandular-piloso; corola de 25-30 mm de longitud,
campanulada-infundibuliforme, ligeramente zigomorfa, purpurea, con garganta
purpurea-clara hacia el interior del tubo, algo reticulada, limbo de 30-35 mm de
diametro, con l6ébulos suborbiculares, 4pices obtusos, filamentos adnatos 2,5-4,5
mm a la base de la corola, el menor de 8-10 mm, el par mediano de 11-13 mmYy el
par mayor de 12-16 mm, anteras de 1-1,2 mm, abriéndose completamente, polen
amarillo; ovario de 1.8-2,0 mm, coénico, estilo de 9-11 mm, estigma dilatado,
obconico (Fig.1.11 y 1.12).

Figura 1.12. Plantas obtenidas en los cruzamientos puente de P. inflata x HPC. a-
Planta cultivada en maceta. b- Detalle de la flor. c- Detalle de la garganta de la flor
donde se observan las anteras con polen amarillo.
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Figura 1.13. Caracteristicas morfolégicas de las flores obtenidas en los cruzamientos
puente entre P. inflata x HPC y sus parentales. a- Detalle de la flor de P. inflata.

b- Detalle de la flor de HPC. c- Detalle de la flor obtenida en el cruzamiento puente
P. inflata x HPC.

Las plantas obtenidas en los cruzamientos puente entre HPC x P. integrifolia
presentan las siguientes caracteristicas morfologicas:

Hierba anual de hasta de 50 cm de alto, erecta al inicio del desarrollo luego presenta
ramificaciones basales con tallos decumbentes y ascendentes; tallos cilindricos,
glanduloso-pilosos. Hojas basales con peciolo de hasta 30 mm, tornandose mas
cortos o sésiles hacia el apice; ldminas de 30-60 x 15-35 mm, elipticas,
angostamente-elipticas u ovadas, apice agudo, base atenuada, densamente
glandular-pilosa, membranéacea, con nervadura primaria evidente, secundarias poco
evidentes. Flores axilares con pedicelos de 30-35 mm, ascendentes, glandular-
pilosos; caliz formado por cinco sépalos con I6bulos de 8-10 x 2 mm, verdosos,
linear-oblongos, apice obtuso, glandular-piloso; corola de 30-35 mm de longitud,
campanulada-infundibuliforme, ligeramente zigomorfa, purplrea, con garganta
purpurea-clara hacia el interior del tubo, algo reticulada, limbo de 30-35 mm de
diametro, con I6bulos suborbiculares, apices obtusos, filamentos adnatos a la base
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de la corola, el menor de 8-10 mm, el par mediano de 12-15 mm y el par mayor de
18-20 mm, anteras de 1-1,8 mm, abriéndose completamente, polen violaceo; ovario
de 1.8-2,0 mm, conico, estilo de 12-17 mm, estigma dilatado, obcoénico (Fig.1.13).

Figura 1.14. Caracteristicas morfologicas de las flores obtenidas en los cruzamientos
puente entre HPC x P. integrifolia. a y b- Detalle de la flor. c- Estructura de la planta
al inicio de floracion.

Las plantas obtenidas en los cruzamientos puente entre HPC x P. inflata
presentan las siguientes caracteristicas morfologicas:

Hierba anual de hasta de 30 cm de alto, erecta con muchas ramificaciones basales
con ascendentes; tallos cilindricos, glanduloso-pilosos, variables en longitud. Hojas
basales con peciolo de hasta 20 mm, tornandose mas cortos o0 sésiles hacia el
apice; laminas de 50-80 x 20-45 mm, elipticas, angostamente-elipticas u ovadas,
apice agudo, base atenuada, decurrente formando un falso peciolo, esparcida a
densamente glandular-pilosa, membranacea, con nervadura primaria evidente,

secundarias poco evidentes. Flores axilares con pedicelos de 8-20 mm,

45



Victor José Milicia- Capitulo |

ascendentes, glandular-pilosos; céliz con tubo de 2-3 mm, I6bulos de 6-10 x 2-3
mm, verdosos, linear-oblongos o linear-oblanceolados, apice obtuso, glandular-
piloso; corola de 25-30 mm de longitud por 25-30 mm de didmetro , campanulada-
infundibuliforme, ligeramente zigomorfa, purplrea, con garganta purpurea-clara
hacia el interior del tubo, algo reticulada, con Iébulos suborbiculares, obtusos;
filamentos adnatos 2,5-4,5 mm a la base de la corola, el menor de 5 -6 mm, el par
mediano de 8-10 mm y el par mayor de 12 -15 mm, anteras de 1,5-2 mm,
abriéndose completamente, polen violaceo; ovario de 2-3 mm, conico, estilo de 8-

11 mm, estigma dilatado, obconico (Fig.1.14).

Figura 1.15. Caracteristicas morfolégicas de las flores obtenidas en los cruzamientos
puente entre HPC x P. inflata y sus parentales. a- Detalle de la flor de HPC. b- Detalle

de la flor de P. inflata. ¢ y d- Detalle de la flor obtenida en el cruzamiento puente
HPC x P. Inflata. e- c- Estructura de la planta al inicio de floracién.

Las plantas obtenidas a través de los cruzamientos puente presentan
caracteristicas morfolégicas compartidas con los géneros Petunia y Calibrachoa
(Tabla 1.10).
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Tabla 1.10: Caracteristicas morfologicas sobresalientes de los géneros Petunia y Calibrachoa
observadas en el hibrido puente HPC (P. inflata x C. x hybrida var. Kabloom yellow) y en las plantas

obtenidas por los cruzamientos en que interviene.

Caracteristicas Caracteristicas morfologicas presentes en HPC y en las plantas obtenidas
morfologicas de .
Petunia por cruzamientos puente

HPC P. inflata x HPC HPC x P. HPC x P. inflata

integrifolia

Morfologia del tallo y v v v v
hojas
Flores de color purpura v v v v
Habito de crecimiento v v v v
herbaceo
Anteras de  color X X v v
violaceo (amarillas) (amarillas)
Caracteristicas
morfoldgicas de
Calibrachoa:
Anteras  de  color v v X X
amarillo (violaceas) (violaceas)
Estambres adnados a la v v v v
corola
Lébulos de la corola con v v v v
apice obtuso
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DISCUSION

A partir de las 240 combinaciones de taxones ensayadas se obtuvieron frutos en 94
de ellas. La tasa de fructificacion y la produccion de semillas en todos los
cruzamientos realizados demuestran el variable nivel de compatibilidad
intergenérica entre las especies involucradas de Petunia y Calibrachoa. Estos
resultados indican que, si bien la hibridacion intergenérica es una modalidad
eficiente para generar variabilidad en el mejoramiento genético de estos géneros, la
seleccion de los cruzamientos putativos adecuados es de gran importancia para la
obtencion de hibridos (Milicia et al., 2016).

El éxito de los cruzamientos dirigidos no sélo radica en la formacioén de frutos y
semillas, sino también en la capacidad de estas ultimas para germinar y producir
plantulas normales. En los cruzamientos entre Petunia y Calibrachoa, el 39 % del
total de cruzamientos produjo frutos y semillas, pero soélo en la combinacion de P.
inflata x C. x hybrida var. Kabloom yellow se obtuvo la germinacién y crecimiento de
una planta hibrida. Resultados similares se obtuvieron en el mejoramiento genético
de Elaeis guineensis Jacq. donde las semillas hibridas obtenidas presentaron
problemas de baja germinacion (Cuervo, 2006) o en cruzamientos interespecificos
entre Solanum melongena con S. sisymbriifolium y S. torvum donde no se
desarrollaron embriones viables en forma natural (Plazas, 2014). De igual modo,
Bugallo (2017) realizando cruzamientos interespecificos con especies nativas de
Passiflora encontré que, de un total de 24 cruzamientos, cinco no lograron producir
hibridos por fallas en la germinacién de las semillas. De nueve cruzamientos con P.
mooreana Hook. que produjeron semillas, s6lo dos germinaron. Este defecto en la
germinacion denota la existencia de una barrera poscigotica que puede provenir de
diversos origenes. Uno de ellos es la impronta gendmica, “genomic imprinting”, que
produce el “apagado” de una de las copias de varios genes y es fundamental en la
funcion del endosperma para nutrir al embrién (Kéhler et al., 2021; Ali, 2016; Wolff
et al.,, 2015). Otro, deriva de una falla en la etapa de celularizacién durante el
desarrollo del endosperma que deja sin alimento al embrién (Kohler et al., 2021; Ali,
2016; Wolff et al.,, 2015). Un tercero se da en hibridos donde se observan
endospermas defectuosos, pero este fenomeno ocurre independientemente del
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modo de desarrollo del endosperma (celular o nuclear) (Koéhler et al., 2021; Ali,
2016; Wolff et al., 2015).

El hibrido obtenido por el cruzamiento de P. inflata x C. x hybrida var. kabloom yellow
(hibrido intergenérico HPC) presenta caracteristicas morfoldgicas pertenecientes a
ambos parentales, no obstante, se realiz6 el analisis del contenido de ADN por
citometria de flujo. Si bien la citometria de flujo con DAPI es usada mayormente
para detectar diferentes niveles de ploidia (Gamén Guillamén, 2020), estudios sobre
la sensibilidad de la citometria de flujo en el genoma vegetal detectaron
exitosamente estados de aneuploidia (Loureiro & Santos, 2004). Estos resultados
permiten inferir que el andlisis por citometria de flujo de los hibridos entre Petunia y
Calibrachoa detectaria pérdidas o ganancias de cromosomas por desbalance en la
meiosis de los hibridos (Soto, 2007). La citometria de flujo permite analizar un gran
namero de muestras en poco tiempo, con un alto nivel de repetitividad. Si las
especies utilizadas en los cruzamientos no tienen suficiente diferencia en el tamafio
del genoma esta técnica no es util para diferenciar los hibridos de sus parentales,
lo que constituye una limitacion para su uso (Rayburn et al., 2005). Sin embargo, es
una técnica rapida y fiable para la identificacion de hibridos cuando el tamafio del
genoma de las especies parentales es diferente (Ordofiez et al., 2016; Amano et al.,
2007; Simonovick et al., 2007). No siempre sucede que el contenido de ADN de los
hibridos sea intermedio respecto al de los parentales, como ocurrié con HPC,
Castillo (2012) investigando cruzamientos interespecificos entre Lotus corniculatus
y Lotus uliginosus encontr6 individuos con contenidos de ADN mayores al de los
parentales que igual sirvié para confirmar el estatus hibrido. Amano et al. (2007)
determinaron hibridos interespecificos e intergenéricos en las especies
ornamentales Gloriosa spp., Lottonia modesta y Sandersonia aurantica, utilizando
citometria de flujo y RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA o amplificacion
aleatoria de ADN polimérfico). Cuando Sandersonia aurantiaca fue usada como
parental, algunos hibridos intergenéricos, exhibieron valores mayores o0 menores
gue el valor promedio del contenido de ADN.

Con respecto a la viabilidad de los granos de polen en HPC, el porcentaje de granos

de polen viables permite confirmar su naturaleza hibrida como se ha reportado tanto
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en cruzamientos intergenéricos como interespecificos (Kravchik et al., 2019;
Queiroz et al., 2018). Moyle y Graham (2005) al estudiar la base genética de la
incompatibilidad de hibridos entre Lycopersicon esculentum y L. hirsutum
encontraron reduccion importante en la fertilidad del polen de las plantas hibridas
en comparacion con la de los progenitores. Hibridos interespecificos de Solanum
melongena con otras especies silvestres mostraron baja viabilidad, tal es el caso de
hibridos con S. tomentosum, donde el porcentaje de granos de polen viables es de
5,5 % valor similar al obtenido en HPC (Kouassi et al., 2016).

En muchos casos, la esterilidad en los hibridos se debe a los diferentes nimeros de
cromosomas mostrados por los padres que conducen a la generacion de gametos
desequilibrados en los hibridos (Gomez Martinez & Reyes Valdés, 2016). Ademas,
el comportamiento cromosémico meiotico puede afectar la viabilidad del polen. Si la
meiosis es irregular y los pares de cromosomas se segregan de manera anormal,
se puede esperar esterilidad de polen (Fuchs et al., 2011). Li et al. (2017)
demostraron la asociacion entre la viabilidad del polen y la constitucion
cromosomica del hibrido intergenérico en cruzamientos entre Brassica oleracea y
Sinapis alba donde casi todas las plantas F1 eran altamente masculinas estériles.
Por otro lado, se realizaron estudios moleculares en el hibrido HPC debido a que la
caracterizacion e identificacion genética del germoplasma, mediante marcadores
moleculares, constituyen un area de aplicacion de creciente importancia dentro de
la produccion vegetal, considerandose relevante el conocimiento de la variabilidad
de la flora nativa con potencial ornamental que puede llegar a competir dentro del
mercado floricola, tanto nacional como internacional. En este sentido, los
marcadores moleculares son herramientas claves tanto para la clasificacion del
germoplasma como para su aplicacion en programas de mejoramiento y seleccién
asistida por marcadores (Morales & Chiluisa-Utreras, 2022).

Como en la mayoria de las especies de interés ornamental, alin no esta disponible
el genoma completo para Calibrachoa y Petunia, por lo que es importante la
busqueda de nuevas estrategias para su desarrollo (Pérez de la Torre, 2011).
Dentro de las distintas tecnologias que existen para el desarrollo de marcadores

moleculares, sin el conocimiento de la secuencia de ADN, se encuentran los ISSR
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(Inter Simple Sequence Repeat — microsatélites anclados) que pueden proveer gran
namero de marcadores con baja inversion y son sensibles a bajos niveles de
variacion genética (Wang et al., 2009).

Segun Gonzalez et al. (2005) y Pérez de la Torre et al. (2010), el nivel de
polimorfismo detectado por los ISSR depende de la especie vegetal a ser analizada
y del tipo de secuencia repetitiva incorporada al iniciador utilizado para generar los
productos de amplificacion. En este trabajo se utilizaron los mismos iniciadores que
los descriptos por Escandon et al. (2007 b) y también utilizados por Pérez de la
Torre (2011), en los cuales se lograron identificar molecularmente nuevas
variedades de Nierembergia lineariaefolia y distintos individuos de Calibrachoa,
respectivamente. En Nierembergia se realizdé el andlisis de 6 variedades de N.
lineariaefolia mediante AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) e ISSR,
logrando obtener resultados similares por ambas técnicas, demostrando que la
sensibilidad de 13 iniciadores ISSR era comparable a la de seis combinaciones de
enzima/iniciador de AFLP, sumado a la baja laboriosidad de la técnica y el bajo
costo de los ISSRs (Pérez de la Torre, 2011). En los marcadores ISSR las bandas
son leidas como marcadores dominantes y si el individuo parental muestreado fuera
heterocigota para cualquier iniciador utilizado, mostraria bandas en las
amplificaciones, mientras que la ausencia de bandas podria deberse a distintas
circunstancias como pasar a ser homocigota recesivo al formar el hibrido, a la no
existencia de un sitio de unién completo al iniciador debido a una mutacién,
inserciones o deleciones suficientemente grandes como para aumentar o disminuir
el tamafio de la banda, de manera que se identifica como un locus diferente y por lo
tanto, seria posible identificar bandas en los parentales que no se encuentran en el
hibrido (Gonzalez & Aguirre, 2007). Esto podria explicar los resultados obtenidos al
realizar los estudios moleculares con ISSR en el hibrido HPC, donde se observa en
su mayoria la presencia de bandas del parental femenino en el hibrido HPC,
mientras que las bandas del parental masculino se aprecian solo en el iniciador
3'GA. Resultados similares fueron obtenidos por Bianco et al. (2011) al estudiar los

hibridos obtenidos en Cynara cardunculus var. scolymus L. donde la ausencia de
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bandas del parental femenino en los hibridos obtenidos podria deberse a la
condicion homocigota altamente recesiva de este parental.

Por otro lado, la razén de la ausencia de bandas entre los padres y la descendencia
fue explicada por Smith et al. (1996) sobre la base de que los cromosomas se
entrecruzan durante la meiosis y puede resultar una pérdida de sitios de hibridacion
y por lo tanto los marcadores estan presentes en uno de los padres, pero no en la
descendencia. Resultados similares fueron obtenidos por Lou et al. (2002), quienes
estudiaron la herencia de marcadores en hibridos de Vitis quinquangularis Rehder
y V. vinifera L. y por Abdel-Mawgood et al. (2006), quienes desarrollaron
marcadores de ADN para la identificacion de hibridos de Zea mays L.

En los cruzamientos intergenéricos realizados en este trabajo de tesis, se obtiene
el hibrido (HPC) utilizado como planta puente entre las especies empleadas dentro
de cada género. De manera similar en Lycopersicon esculentum Mill. al usar el
hibrido F1 de L. esculentum x L. chilense Dunal como puente, L. peruvianum var.
humifusum Mill. se hibridé con éxito con L. esculentum (Kalloo, 2012). De igual
modo, la hibridacion de la especie tetraploide Solanum stoloniferum Schlitdl. &
Bouché con las especies diploides S. phureja Juz. & Bukasov, S. brevidens Phil. y
S. chacoense Bitter, las cuales fueron utilizadas como plantas puente, permitieron
incorporar variadas y valiosas resistencias para los cruzamientos posteriores con S.
tuberosum subsp. tuberosum L. 0 S. tuberosum subsp. andigena (Juz. & Bukasov)
Hawkes (Yermishin et al., 2014; Estrada,1990).

El cruzamiento de P. inflata x HPC y su reciproco fueron exitosos en la formacion
de frutos y obtencion de plantas hibridas a partir de sus semillas. La combinacion
de HPC x P. integrifolia produjo semillas viables que desarrollaron plantas hibridas
cuando HPC fue utilizado como parental femenino. El cruzamiento de P. integrifolia
X HPC produjeron frutos y semillas, pero estas no germinaron, en este sentido,
Vesperinas (1995) y Pignone & Gomez-Campo (2011) realizando cruzamientos
entre Eruca sativa Mill. y Eruca vesicaria (L.) Cav. reporté la obtencion de frutos y
semillas aparentemente viables en ambos sentidos de cruzamiento, pero soélo se
logré germinacion en aquellas provenientes de los cruzamientos en que E. sativa

fue utilizada como parental femenino.
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Cruzamientos puentes entre HPC x C. caesia, C. x hybrida var. Kabloom yellow y
var. Kabloom blue produjeron frutos y semillas que no germinaron. Este defecto en
la germinacion denota nuevamente la posible existencia de una barrera poscigotica
gue puede provenir de diversos origenes como fallas en la impronta genémica o
problemas en el desarrollo del endosperma (Kohler et al., 2021; Ali, 2016; Wolff et
al.,, 2015). Por otro lado, cruzamientos entre todas las combinaciones de
Calibrachoa con HPC como parental masculino no mostraron formacion de frutos
debido a la presencia de compatibilidad unilateral, aspecto similar al encontrado por
Olschowski et al. (2012) en cruzamientos entre petunias y calibrachoas comerciales.
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CAPITULOII

Embriogénesis y endospermogénesis en la
hibridacion intergenérica entre

Calibrachoa y Fetunia
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INTRODUCCION

Si bien la hibridacion se presenta como una técnica de gran aplicacién, la
obtencion de hibridos interespecificos, y en mayor medida intergenéricos, esta
muchas veces limitada por diferentes barreras de incompatibilidad (De Souza et
al.,, 2017), las cuales han sido identificadas primero y sorteadas después
produciendo variaciones genéticas y eventualmente germoplasma mejorado
(Yermishin et al., 2014). Las barreras de incompatibilidad se establecen antes o
después de la fecundacién. En cuanto a las barreras de prefecundacién o
precigoticas, Shivanna (2005) las clasifica considerando el lugar del gineceo en
donde se manifiesta la incompatibilidad: en la superficie del estigma, en el estilo
y en el ovario/6vulo. El conocimiento previo de la naturaleza de las barreras de
incompatibilidad es lo que permite seleccionar o desarrollar diferentes métodos
para superarlas. Entre los métodos precigéticos utilizados pueden mencionarse,
como ejemplos, la polinizacion en estado temprano de pimpollo, exposicion a
altas temperaturas, el corte de estilo, el uso de diferentes formas de polinizacion
y el injerto de estilo (Milicia et al., 2016; Van Tuyl & Jeu, 2005).

A su vez, entre las barreras posfecundacion o poscigéticas la mas comuan es el
aborto del embrion hibrido en diferentes estados de desarrollo (Shivanna, 2005).
Entre las técnicas para intentar superar las barreras poscigoticas, el rescate
embrionario es una de las mas utilizadas, donde la identificacion de los factores
involucrados también resulta de suma importancia, siendo identificados, entre
ellos, la presencia de genes letales, desarmonia genética en el embrion o fracaso
del desarrollo del endosperma en etapas tempranas (Shivanna, 2005).

En Solanaceae, se han identificado barreras que incluyen esterilidad masculina
nucleo-citoplasmatica (Pino Pérez, 2012), poliploidia (Thompson & Lumaret,
1992), interaccion estilo-tubo polinico (Kuligowska et al., 2015) e interrupcién
del desarrollo del endosperma (Birchler, 2014).

Con respecto al endosperma, existen estudios que demuestran su rol esencial
en el desarrollo de la semilla, tanto en la nutriciébn del embriébn como fuente de
sefales requeridas en la embriogénesis (Kohler et al., 2021; Ali, 2016; Wolff et
al., 2015). La interrupcion del desarrollo del endosperma ha sido sefalada en el

género Solanum de la seccion Petota, como mecanismo preventivo en la
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hibridacion entre especies, las cuales estan aisladas desde el punto de vista
reproductivo (Johnston & Hanneman, 1982).

Teniendo en cuenta los cruzamientos entre plantas con diferentes niveles de
ploidia, como es el caso de los géneros Petunia y Calibrachoa, varias hipotesis
han sido propuestas para explicar la interrupcién en el desarrollo del endosperma
gue se produce cuando los cruzamientos resultan incompatibles. La relacion
genémica materna:paterna 2:1 en el endosperma, ha sido considerada una
condicidon necesaria para el éxito en el desarrollo del endosperma tanto en
cruzamientos intraespecificos como interespecificos e intergenéricos (Depetris,
2018). Sin embargo, aunque todos los casos de cruzamientos intraespecificos
con diferentes niveles de ploidia se ajustan a esta propuesta, parece no suceder
igual con todos los cruzamientos interespecificos e intergenéricos. Una causa
aparente es la intervencién de genes especificos en el desarrollo del
endosperma de los hibridos, los que pueden tener diferentes valores o “fuerzas”
segun las especies, sin tener en cuenta el nivel de ploidia (Masuelli y Camadro,
1997). De acuerdo con Koéhler et al. (2021), para cada especie existe un nimero
efectivo, esto es; el Balance del Numero Endospérmico (BNE), el cual no debe
tener necesariamente una relacion directa con el nivel de ploidia.

Es importante destacar que los estudios de embriogénesis yl/o
endospermogénesis en cruzamientos intergenéricos, puede ayudar a explicar el
papel que juega dentro de las barreras de incompatibilidad, el complejo sistema
del BNE en niveles precigoticos y poscigéticos (Masuelli & Camadro, 1997).
Estos estudios también proporcionan informacién valiosa para la aplicacion
precisa de técnicas de rescate embrionario, las cuales posibilitan el aislamiento
de embriones o la transferencia de los mismos a un medio nutritivo especifico
para su crecimiento y diferenciacion in vitro antes que la semilla colapse
(Raghavan, 2003). Las técnicas de cultivo in vitro aplicadas al mejoramiento son
utilizadas para sortear barreras posfecundacion causadas por la interrupcion en
el desarrollo del endosperma o el aborto del embrién (Van Tuyl & Jeu, 1997).

El rescate embrionario, como metodologia para la obtencion de hibridos, ha sido
utilizado exitosamente en muchos cultivos ornamentales, siendo Lilium el género
modelo en las técnicas de manipulacién del estilo y de cultivo in vitro (Van Tuyl
& Jeu, 2005).
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Otros ejemplos en los cuales se haya empleado el rescate embrionario para la
obtencion de hibridos interespecificos con fines ornamentales, se encuentran en
los géneros Begonia L. (Chen, 2012), Dendranthema (DC.) Des Moul. (Xi Cheng,
2010), Alstroemeria (Van Tuyl y De Jeu, 2005). Dentro de la familia Solanaceae
estas técnicas han sido utilizadas con éxito en géneros como Capsicum
(Debbarama, 2013), Nicotiana (Liao, 2017), Solanum (Gaiero, 2017).

También su utilizacién se extiende a hibridos intergenéricos, como los obtenidos
entre los géneros Sinapis L. y Brassica L. (Li et al., 2017). El rescate embrionario
presenta dos puntos a tener en cuenta, el primero es el aislamiento del embrion,
y aqui se debe considerar el estado del mismo y la metodologia utilizada. El
segundo punto es el medio 6ptimo en el cual debe desarrollase el embridn para

asegurar el crecimiento y la diferenciacion (Van Tuyl & Jeu, 2005).

Embriologia de la familia Solanaceae.

De acuerdo con Johri et al. (1992) los géneros estudiados hasta el momento en
la familia Solanaceae presentan en comun las siguientes caracteristicas
embriologicas: el dévulo es hemianatropo, anatropo o campil6tropo,
unitegumentado y tenuinucelar. El endotelio generalmente se diferencia en el
estado 2-nuclear del saco embrionario, encontrando variaciones como: ausencia
de este tejido en Nicotiana tabacum L. y presencia prominente en Capsicum
(Johri et al., 1992). En la nucela se diferencia una Unica arquéspora o varias.
Una unica célula funciona como célula madre de las megasporas, la cual por
meiosis produce una tétrada linear o en forma de “T”. La megaspora calazal
genera un gametofito de tipo Polygonum, es decir monosporico, 7-célular, 8-
nucleado en la mayoria de los casos, pero en Capsicum frustescens L., C. nigrum
Willd. y C. pendulum Willd. el saco embrionario es de tipo Allium, es decir
bispérico 7-célular, 8-nucleado Las sinérgidas alargadas y las antipodas son
efimeras (Johri et al., 1992).

En el género Solanum la fecundacion ocurre entre 24 y 48 h posteriores a la
polinizacién. La primera division del ndcleo endospermogénico se produce 48 h
posteriores a la polinizacién y la division del cigoto ocurre aproximadamente, con
el endosperma de 40 células (Johri et al., 1992).

Los tres tipos de desarrollo de endosperma reportados en Solanaceae por Johri

et al. (1992) son: el tipo Celular, el cual se presenta como el mas comun, el tipo
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Nuclear que ocurre en Salpiglossis picta Sweet, Scopolia atropoides Schult. y
Schizanthus pinnatus Ruiz y Pav. y el tipo Intermedio que se reporta en
Hyoscyamus orientalis M.Bieb.

El desarrollo del embrién corresponde al tipo Solanaceae en Sclerophylax
caducifructus Di Fulvio y de tipo Onagraceae en Capsicum annuum L. (Johri et
al., 1992).

Son escasos los trabajos sobre el desarrollo embrionario y del endosperma en
el género Petunia, segun Ferguson (1927) y Cooper (1946) la fecundacion ocurre
entre las 24 y 32 h luego de la polinizacién. La estructura del saco embrionario
maduro se ajusta muy estrechamente al tipo comiunmente descrito para las
Angiospermas. Después de la fertilizacion, el embridon presenta las siguientes
etapas de desarrollo: globular, cordiforme, torpedo y embrion maduro. El
endosperma es de tipo celular y persiste en el embrion maduro como tejido de
almacenamiento de reservas (Rezanejad, 2008). Por otro lado, reportes sobre
estudios de embriogénesis y endospermogénesis en el género Calibrachoa

como en hibridos intergenéricos entre ambos géneros son limitados.
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OBJETIVOS

» A partir de estudios durante el proceso de embriogénesis identificar el
momento oportuno para realizar rescates de embriones en aquellos
cruzamientos que dan origen a hibridos putativos.

» Hallar el estado de desarrollo del embrién y endosperma en el que se
manifiesta la incompatibilidad poscigética.

» Conocer a nivel histolégico cdmo se manifiesta la incompatibilidad en la
combinacion putativa de Petunia inflata x Calibrachoa x hybrida var.

Kabloom yellow.
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MATERIALES Y METODOS

1. Observacion de cortes histologicos y estudios de embriogénesis en
semillas hibridas

Se realizaron cruzamientos dirigidos entre cuatro especies nativas
correspondientes al género Petunia: P. integrifolia (Hook.) Schinz & Thell (Cod.
IF: 20060920C), P. inflata R.E. Fr (Cod. IF: 20060920F), P. interior Ando &
Hashim. (Cod. IF: 200320b2) y P. axillaris subsp. axillaris (Cod. IF: 20060919E)
(Fig.1); cuatro especies nativas correspondientes al género Calibrachoa: C.
linoides (Hook.) Wijsmann (Cod. IF: 20081102B), C. ovalifolia (Miers) Stehmann
& Semir (Cod. IF: 20081131A), C. thymifolia (A. St.-Hill.) Stehmann & Semir
(Cod. IF: 20181022b1) y C. caesia (Sendth.) Wijsmann (Cod. IF: 20081111F) y
dos variedades comerciales correspondientes al género Calibrachoa, C. x
hybrida var. Kabloom blue y C. x hybrida var. Kabloom yellow como parentales
para la obtencion de hibridos puente, los mismos fueron efectuados en estado
de pimpollo. La emasculacion fue realizada previa a la polinizacion; los pimpollos
fueron abiertos con una pinza, extrayendo las anteras juntamente con la corola
e inmediatamente fue depositado sobre el estigma polen fresco.
Para la observacion a través de cortes histolégicos en semillas en desarrollo se
realizaron inclusiones en parafina de frutos cosechados desde los 3 a los 10 dias
posteriores a la polinizacién (DPP). Para la fijacion los frutos fueron conservados
en un fijador a base de formol 10 %, alcohol etilico 50 %, &cido acético 5 % y
agua destilada 35% (FAA). Posteriormente, se sometieron a un proceso de
deshidratacion con una serie de soluciones ascendentes de alcohol etilico en

agua desionizada (Tabla 1).
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Tabla 1.: Proceso de deshidratacion de los frutos de P. inflata x C. x hybrida var.

Kabloom yellow.

50% FAA / 50% alcohol 50° 12 horas

alcohol 50° 12 horas

50% alcohol / 50% alcohol 60° 12 horas

alcohol 60° 12 horas

50% alcohol 60% / 50% alcohol 70° 12 horas

alcohol 70° 12 horas
DESHIDRATACION

50% alcohol 70° / 50% alcohol 80° 12 horas

alcohol 80° 12 horas

50% alcohol 80° / 50% alcohol 96° 12 horas

alcohol 96° 12 horas

50% alcohol 96° / 50% alcohol 100° 12 horas

alcohol 100° 12 horas

Finalizada la deshidratacion, se procedi6 al aclarado progresivo del material en
xilol (Tabla 2).

Tabla 2.: Proceso de aclarado de los frutos de P. inflata x C. x hybrida var. Kabloom

yellow.

50% alcohol 100° / 50% xilol 8 horas
ACLARADO

xilol puro 8 horas

Luego del proceso de aclarado, se inici6 la inclusion de los materiales en parafina
pura en escamas (56-58 °C) “tipo Paraplast” (Tabla 3).

73



Victor José Milicia- Capitulo Il

Tabla 3.: Proceso de inclusién en parafina de los frutos de P. inflata x C. x hybrida

var. Kabloom yellow.

50% xilol / 50% parafina 8 horas
INCLUSION parafina pura | 8 horas
parafina pura Il 8 horas

Para la inclusién, se confeccionaron moldes formando pequefias cajas de papel,
donde fueron ubicados los frutos en forma longitudinal.

Una vez solidificados se montaron individualmente sobre tacos de madera, para
Su seccionamiento posterior.

Los cortes seriados histoldgicos se realizaron con micrétomo rotativo vertical tipo
“Minot” a un espesor de 12-15 pum.

Las secciones fueron adheridas sobre portaobjetos de vidrio con albumina de
Meyer, e inmediatamente se realizo el planchado de las cintas cortadas con una
plancha calefactora a temperatura constante.

Luego de haberse secado las muestras a temperatura ambiente, durante diez
dias, se llevo a cabo el desparafinado de los cortes. Este proceso se realizé en
cajas de Coplin, para luego iniciar la coloracion combinada doble sucesiva de
safranina-fast green. Concluida la coloracion, se montaron los preparados
permanentes con balsamo sintético (Alwik).

Las secciones de frutos obtenidos fueron observadas y fotografiadas con un
microscopio oOptico Binocular “Biotraza” NLCD-307B con camara fotografica
integrada.
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2. Corte manual de semillas maduras

Se realizaron cruzamientos dirigidos de la manera descripta anteriormente entre
las especies indicadas inicialmente. A los 25 DPP se realiz0 la recoleccion de los
frutos formados en estado de madurez previo a la antesis. Las capsulas fueron
colocadas en cajas de Petri y fueron rotuladas en funcion de cada cruzamiento
realizado. Fueron tomadas muestras de semillas tanto de los cruzamientos
intergenéricos como de los intraespecificos utilizados como testigo, las cuales
fueron hidratadas en agua durante 12 h, luego fueron realizados los cortes
longitudinales bajo lupa (Lupa trinocular “Biotraza” XTD-317T) a mano alzada
utilizando una hoja flexible de afeitar y agujas histolégicas. Las fotografias fueron

tomadas acoplando a la lupa una camara USB marca "Arcano”.
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RESULTADOS

1. Observacion de cortes histologicos y estudios de embriogénesis en
semillas hibridas

El gineceo de Petunia inflata presenta numerosos évulos o rudimentos seminales
anatropos, crasinucelados y bitegumentados (Fig. 2.1 ay b). Al igual que en otras
Solanaceas el saco embrionario es de tipo Polygonum y consta, por lo tanto, de
3 antipodas poco desarrolladas en la zona del extremo calazal, 2 ndcleos polares
en la region central, 2 sinérgidas y una ovocélula en el extremo micropilar.

La fecundacion ocurre entre los 2 y 3 dias posteriores a la polinizacion (DPP), el
tubo polinico penetra en el évulo por la micrdpila y libera los nacleos gaméticos
masculinos (Fig. 2.1 a). Uno de ellos se une a la ovocélula, dando lugar al cigoto
diploide y el otro al nucleo polar secundario, originando el nucleo
endospermogénico que es triploide.

Antes de que el cigoto comience a dividirse para formar el embrion, el nacleo
endospermogénico ha sufrido varias divisiones sucesivas que conduciran a la
formacion del endosperma de tipo nuclear.

En los cruzamientos intergenéricos entre P. inflata x C. x hybrida Var. Kabloom
yellow a partir de los 4 DPP, se observa la presencia de cigotos en division al
igual que se observan en el cruzamiento interespecifico testigo entre genotipos
distintos de P. inflata. Entre los 3 y 4 DPP también se diferencian las células del

endotelio en ambos cruzamientos (Fig. 2.2).
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Figura 2.1. Ovulos de P. inflata utilizada en los cruzamientos intergenéricos.
a- Detalle del ingreso del tubo polinico de C. x hybrida var. Kabloom yellow.
b- Silueta del 6vulo anéatropo. Barras= 100 pm.

Figura 2.2. Cigotos de Petunia a 4 DPP. a- Cigoto formado por el cruzamiento de
P. inflata x C. x hybrida var. Kabloom yellow. b- Cigoto formado por el cruzamiento
de P. inflata x P. inflata. Barras= 10 um.

5 DPP puede observarse en el cruzamiento intergenérico como en el testigo el
proembrion, originado por divisiones del cigoto y en el cual se encuentran
diferenciadas las células que daran origen al suspensor (Fig. 2.3).
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Figura 2.3. Proembriones de Petunia a 5 DPP. a- Proembrion formado por el
cruzamiento de P. inflata x C. x hybrida var. Kabloom yellow. Barra= 10 um.
b- Proembrion formado por el cruzamiento de P. inflata x P. inflata. Barra= 50 um.

Al mismo tiempo, el endosperma en estado nuclear del cruzamiento entre P.
inflata x C. x hybrida Var. Kabloom yellow detiene la division de los nucleos y no
continla su desarrollo, mientras que en el cruzamiento testigo continta la
division nuclear (Fig.2.4).

Figura 2.4. Endospermas de Petunia utilizadas en los cruzamientos a 5 DPP.

a- Endosperma formado por el cruzamiento de P. inflata x C. x hybrida var. Kabloom
yellow. b- Endosperma formado por el cruzamiento de P. inflata x P. inflata.

Barras = 50 pm.
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6 DPP se observan embriones degenerados en algunos 6vulos fecundados y
proembriones en los primeros estadios de division en otros, mientras que en el
cruzamiento testigo se observan embriones que contindian su crecimiento hacia
el estado globular temprano (Fig.2.5).

A los 7 DPP se observa la desaparicion de embriones en la zona micropilar de
gran parte de los 6vulos de los cruzamientos intergenéricos y la desorganizacion
de las células que conforman el endotelio (Fig. 2.6). En los cruzamientos testigo
continda el crecimiento del embridon globular que presenta 80 um de longitud
incluyendo el suspensor, por 60 um de diametro en la zona globular. Se observa
celularizacion de los nacleos del endosperma y acumulacion de sustancias de
reserva en las células que conforman el endosperma de tipo celular. El endotelio

se mantiene conservado (Fig. 2.7).

Figura 2.5. Embriones y proembriones de P. inflata x C. x hybrida var. Kabloom
yellow a 6 DPP. a- Embrion degenerado. Barra= 100 um. b- Proembrién. Barra= 50

um.
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Figura 2.6. Ovulos fecundados de P. inflata x C. x hybrida var. Kabloom yellow a 7
DPP. a- Endotelio desorganizado. Barra = 100 um. b- Ausencia de embriones en
zona micropilar. Barra = 50 um. c y d- detalle de la vista superficial del endotelio
desorganizado. c: Barra = 100 um. d: Barra = 50 um.
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Figura 2.7. Desarrollo de embriones y endosperma en 6vulos fecundados de P.
inflata x P. inflata a 7 DPP. a- Embrién globular con endosperma en celularizacion.
Barra= 100 um. b- Detalle del embrion medido. Barra= 100 um. c- Detalle de células
del endosperma con acumulacion de sustancias de reservas. Barra= 50 um.

Entre los 8 y 10 DPP no se observan mayores cambios en la anatomia interna
de la mayoria de los 6vulos fecundados en los cruzamientos intergenéricos, pero
se destaca el endurecimiento de los tegumentos. Excepcionalmente se observan
algunos o6vulos con embriones con forma asincronica a los 10 DPP sin
observarse presencia de endosperma celular (Fig. 2.8).

En los cruzamientos testigo se pueden apreciar embriones en estado globular
transformandose a estado de corazon, entre los 8 y 9 DPP, y embriones en
estado de torpedo a los 10 DPP. El endosperma se encuentra celularizado y el

endotelio se desorganiza a los 10 DPP (Fig. 2.9).
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Figura 2.8. a-b: Embriones observados excepcionalmente en cruzamientos de P.
inflata x C. x hybrida var. Kabloom yellow a 10 DPP. a- Barra= 100 pum.
b- Barra= 50 pm.

Figura 2.9. a-b-c-d: Embriones observados en cruzamientos de P. inflata x P. inflata
entre los 8 y 9 DPP. a-b-c = Barra= 100 um. d- Barra= 50 pym.
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2. Cortes de semillas maduras

A los 25 DPP las semillas se encuentran maduras tanto en los cruzamientos
intergenéricos como en los intraespecificos utilizados como testigo. Ambas
presentan aspecto externo similar, con forma esferoidal algo angulosa y el
tegumento externo con presencia de células epidérmicas que forman un arreglo
isomorfolégico con hexagonos limitados por los relieves marginales de las
células. Las semillas embebidas tienen un diametro aproximado de 600 um (Fig.
2.10).

Figura 2.10. a- Semilla madura hidratada obtenida en el cruzamiento de P. inflata x
C. x hybrida var. Kabloom yellow a los 25 DPP. b-c: Semillas maduras hidratadas
obtenidas en cruzamientos de P. inflata x P. inflata a los 25 DPP. Barras= 100 pum.

Los cortes longitudinales de las semillas formadas en todos los cruzamientos
intergenéricos involucrados en este trabajo que presentaron tasa de fructificacion
mayor a cero mostraron gran niumero de semillas vanas, es decir, solamente con
desarrollo del tequmento y ausencia de embrién y endosperma (Fig. 2.11).

En los cruzamientos testigo, ademas del tegumento, se observa la presencia del
embridn de aproximadamente 500 um de longitud y del endosperma desarrollado
(Fig. 2.12).
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Figura 2.11. Tegumento de semillas hibridas obtenidas en los cruzamientos
intergenéricos entre las distintas especies de Petunia y Calibrachoa que formaron
frutos en el presente trabajo a los 25 DPP. Barra= 100 pum.

;' L
p i Embrion .

Figura 2.12. Corte longitudinal de semillas obtenidas en los cruzamientos
intraespecificos testigo entre las distintas especies de Petunia a los 25 DPP.
Barra= 100 um.
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DISCUSION

En las observaciones realizadas en el presente estudio, las combinaciones
incompatibles, presentaron anormalidades en el desarrollo, tanto del embrion
como del endosperma. El endosperma cuyo desarrollo hasta el 5 DPP es normal
para cruzamientos compatibles e incompatibles, interrumpe su crecimiento en
los cruzamientos intergenéricos y a esta interrupcion le sucede el aborto del
embridn. Un proceso similar es detectado en cruzamientos interespecificos entre
diferentes especies del género Fagopyrum Mill. donde se encontraron varias
anormalidades en embriones hibridos abortados, como embriones de forma
irregular, suspensor aislado, células oscurecidas y/o vacuoladas sin nucleos y
endospermas y nucleos varados (Woo et al., 2008). Dentro de la familia
Solanaceas, hibridos interespecificos entre Solanum incanum L. y Solanum
pinnatisectum L. presentaron el saco embrionario gravemente distorsionado e
irregular, y no se observo evidencia de ningin embrion a los 6 DPP a pesar de
busquedas diligentes de secciones seriadas de numerosos oOvulos (Lester &
Kang, 1998). Resultados similares a los encontrados en los cortes histolégicos
de los cruzamientos entre P. inflata y C. x hybrida var. Kabloom yellow, donde a
partir de los 7 DPP no se observan embriones en desarrollo normal o anormal.
En este sentido, aunque es bien conocida la importancia del endosperma como
reserva de nutrientes en muchas semillas de Angiospermas, su significado
durante la embriogénesis no debe ser descuidado (Doll & Ingram, 2022). En
muchos hibridos interespecificos e intergenéricos los embriones no se
desarrollan completamente y abortan, por ello, a menudo, se ha afirmado que
esto se debe a que el endosperma no puede conducir suficientes nutrientes para
el embridn, pero otras interacciones menos conocidas han sugerido que el
endosperma controla activamente la mayoria de las primeras etapas de la
morfogénesis del embrion (Doll & Ingram, 2022). El endosperma juega un papel
importante en el desarrollo y mantenimiento de un medio adecuado para el
crecimiento de los jovenes embriones, proporcionando alimento y otras
condiciones esenciales para el crecimiento y diferenciacion del cigoto (An et al.,
2020). En las semillas exalbuminadas el endosperma a menudo se degenera a

medida que las semillas maduran, y se acumulan reservas en los cotiledones. El
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proceso de doble fecundacion de las Angiospermas posiblemente dota al
endosperma de vigor hibrido permitiéndole competir con éxito con el entorno de
tejidos maternos para el suministro de alimentos para si mismo y el embrion en
crecimiento (An et al., 2020). Un gameto masculino fertiliza al nucleo de la
oosfera para formar el cigoto diploide que por divisiones mitéticas se convierte
en el embrion. Sin embargo, antes de que esto suceda, el otro gameto fertiliza a
la célula central y se une con los nucleos polares fusionados para formar el
ndcleo endospermogénico primario triploide que luego da lugar al endosperma,
un tejido constituido con dos genomas maternos idénticos y uno paterno
(Sprunck, 2020). La interrupcion del desarrollo del endosperma podria ser
ocasionada por un desbalance en la relacion genémica del mismo (Stadler et al.,
2021; Dinu et al., 2005) considerando al género Petunia (2n=2x= 14) y
Calibrachoa (2n=2x= 18) (Chu et al., 2014). Desbalances de este tipo son
descriptos por Masuelli y Camadro (1997; 1995) en cruzamientos
interespecificos de especies salvajes del género Solanum, donde el BNE juega
un rol principal en la interrupcion del desarrollo del endosperma. Durante mucho
tiempo se ha reconocido que la produccion exitosa de semillas de hibridos
interespecificos e intergenéricos depende no sélo de la compatibilidad de los dos
genomas parentales combinados en el embridn hibrido, sino también de alguna
manera de las interacciones entre estos genomas en el endosperma, entre el
embrion y el endosperma, y posiblemente incluso con el tejido esporofitico en los
ovulos (Stadler et al., 2021). Al respecto, la relacion gendmica materna:paterna
(2:1) en el endosperma ha sido considerada una condicion necesaria para el
exito del desarrollo del endosperma (Kohler et al., 2021). La viabilidad de las
semillas no siempre depende directamente del nivel de ploidia; de hecho, se ha
postulado que son dos o tres genes los responsables del sistema BNE (Lafon-
Placette et al., 2018). Aun mas, Masuelli & Camadro (2005) reportan que el
desbalance endospérmico esta dado por “fuerzas” (o valores) caracteristicas de
cada especie, pudiendo estar relacionado con la carga alélica o él nUmero de
genes involucrados. Esta hipotesis del BNE ha resultado dtil, tanto en
complicadas hibridaciones interespecificas que involucran varios niveles de
ploidia, como también para postular la posible evolucion de las papas silvestres
en todo México y Ameérica del Sur (Hawkes & Jackson, 1992). Sin embargo, para
algunos investigadores hay algunas inconsistencias en esta hipotesis debido a
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gue el criterio de éxito fue obtenido en pocas semillas normales y la histologia
del desarrollo del endospermo no fue considerada (Katsiotis et al., 1995).

Por el contrario, la desintegracion del endosperma y del embrién podria haberse
debido a autolisis celular, considerando que en las primeras etapas de desarrollo
puede haber crecimiento normal y semanas después de la polinizacion, en la
fase embrionaria globular temprana el endosperma y luego el embrion se
autodegradan (Daunay et al., 2019). Esto podria explicarse considerando que el
desarrollo normal del embrion puede ser controlado por el endosperma, donde
se producirian diferentes reguladores de crecimiento u otras moléculas
mensajeras, asi como sustancias alimenticias. Las vias biosintéticas para
producir estas moléculas dependen de enzimas diferentes producidas en
distintas etapas. Asimismo, nuevas moléculas de ARN mensajero y proteinas
son producidas y las antiguas se descomponen en procesos que involucran un
control genético bioquimico para la produccién y control de proteasas y
nucleasas (Andrade Buono et al., 2019). Sin embargo, en los hibridos
interespecificos e intergenéricos los diferentes mecanismos de control de ambos
padres se mezclan dentro del mismo nucleo del endosperma y, si estos
mecanismos son incompatibles, puede ser que se pierda el control adecuado de
la produccion y ubicacion de nucleasas y proteasas y puede haber produccion
en exceso cuando el control de la biosintesis no esta adecuadamente coordinado
por los nucleos hibridos que presentan desequilibrios genéticos (Valandro et al.,
2020; Briggs, 1996, 1995, 1993a, b) causando asi la digestion no deseada de las
células que componen el embrion, como se observa en este trabajo y o también
en el endosperma como se cité para el género Solanum.

En este sentido, investigaciones mas recientes alientan en concepto de muerte
celular programada (MCP o PCD). La MCP es un proceso activado y accionado
por la propia célula, organizado a nivel genético y bioguimico (Locato & De Cara,
2018). Esto implica que las células conservan los mecanismos moleculares
requeridos para llevar a cabo su propia destruccion. Implica una intrincada red
de vias de sefializacién que incluyen diferentes tipos de sefales moleculares,
como hormonas vegetales, calcio, nucleétidos ciclicos, especies reactivas de
oxigeno y nitrogeno (ROS y RNS) (Locato y De Cara, 2018). Al mismo tiempo, la
actuacion de la MCP conlleva la interrelacion entre diferentes compartimentos

subcelulares, como las mitocondrias, los cloroplastos, la vacuola, el reticulo
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endoplasmico y el ndcleo, posiblemente involucrando sefales anterégradas y
retrogradas que aun no han sido completamente identificadas (Van Aken &
Pogson, 2017; Ng et al., 2014).

Algunos investigadores han sugerido el concepto de MCP autolitica, la cual
ocurre por ruptura del tonoplasto lo que conduce a la eliminacién del citoplasma
debido a la liberacion de nucleasas y proteasas, acidificacion del citoplasma y
degradacion rapida de &cidos nucleicos y proteinas (Escamez & Tuominen,
2014). La eliminacion selectiva de las células por MCP en la embriogénesis
incompatible representa una estrategia para impedir la propagacion de
caracteristicas genéticas negativas en la progenie (Locato y De Cara, 2018).
Otros investigadores prefieren diferenciar los tipos de MCP desde un punto de
vista funcional, es decir, MCP regulada por el desarrollo (dMCP) e inducida por
el medio ambiente (eMCP). dMCP se activa por estimulos internos y es
generalmente autolitica (Huysmans et al., 2016). Se podria asumir que procesos
semejantes pudieran regir la degradacién de la mayoria de los embriones en los
cruzamientos entre los géneros Petunia y Calibrachoa.

En cuanto al endotelio, se denomina de esta manera a la Unica capa de células
gue envuelve al endosperma, excepto en el extremo chalazal. También es
conocida como capa pigmento, tapete tegumentario, epidermis interna,
endotecio, capa de tegumento interno y capa del tequmento del 6vulo (Andéme
Ondzighi et al., 2008). Se encuentra en contacto directo con las células del
endospermay sus células presentan citoplasma denso que se tifie intensamente
con tinciones histioquimicas (Andéme Ondzighi et al., 2008). En cruzamientos
interespecificos o intergenéricos las células del endotelio pueden volverse
hiperplasticas, se dividen excesivamente y proliferan, especialmente cerca del
extremo chalazal del endosperma. En este sentido, en trabajos con Solanaceas
del género Nierembergia, Soto (2007) demostré que el desarrollo del
endosperma primero y luego del embrién, son interrumpidos por la hiperplasia
del endotelio en cruzamientos interespecificos entre N. linariaefolia con N.
scoparia y N. ericoides.

Por el contario, en los cruzamientos intergenéricos realizados en el presente
trabajo se observé una degradacion anticipada del endotelio lo cual podra
deberse a mecanismos de MCP. En este sentido, Andéme Ondzighi et al. (2008)

estudiaron la influencia de la proteina disulfuro isomerasa 5 (PDI5) en la MCP de
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las células endoteliales en Arabidopsis. La disminucion abrupta en la expresion
de PDI5 coincide con la protedlisis de las células endoteliales mientras que la
interrupcion genética de la funcion de la PDI5 acelera prematuramente la
degradacion de las células endoteliales, lo que lleva a una embriogénesis
inviable.

La expresion de PDI5 en el endotelio precede a la MCP y su disminucion coincide
con los inicios de cambios en las células del endotelio tales como la ruptura y el
colapso de las vacuolas, la contraccion y degradaciéon del citoplasma,
condensacion nuclear y fragmentacién y ruptura de la pared celular. La pérdida
de PDI5 conduce a la iniciacion prematura de la MCP en las células endoteliales
durante desarrollo del embrién y a la obtencién de menos semillas viables. Estos
autores proponen que se requiere PDI5 para la embriogénesis adecuada y la
progresion temporal de la MCP al acompafar la inhibicion de enzimas Cys
proteasas cuando viajan desde el reticulo endoplasmatico a través del aparato
de Golgi hasta las vacuolas antes del inicio de la MCP de las células endoteliales.
Durante esta fase de transicion en las células endoteliales, las vacuolas de
almacenamiento de proteinas se convierten en las vacuolas liticas que median
la MCP (Andéme Ondzighi et al., 2008).

En base a que una de las semillas hibridas del cruzamiento entre P. inflata y C.
x hybryda var. Kabloom Yellow completé su normal desarrollo y germiné
formando una plantula normal que dio origen al hibrido HPC y, que embriones
hibridos dentro de évulos fecundados que no contenian endosperma normal
continuaron desarrollandose durante 5 dias adicionales, podria sugerirse que la
técnica de rescate embrionario seria de utlidad para superar barreras
reproductivas e incrementar el nimero de hibridos puente obtenidos. Resultados
similares se han encontrado en cruzamientos entre Fagopyrum esculentumy F.
cymosum donde el cultivo del embrién o del évulo y el embridn permitié superar
las barreras de incompatibilidad. Sin embargo, para facilitar el rescate
embrionario debe ser determinado el momento adecuado para iniciar el proceso.
Esto se puede lograr mediante la determinacién del momento en que el embrién
hibrido detiene su desarrollo o el momento en que el embridon degenera, asi
como el numero de embriones sobrevivientes y la posibilidad técnica de extirpar
los embriones jovenes. En el caso de los embriones del cruzamiento entre

Petunia y Calibrachoa deberia iniciarse a los 5 DPP. De manera similar,
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Wakizuka y Nakajima (1975) encontraron en Petunia hybrida que el 42% y 64%
de los embriones de 6vulos cultivados luego de 3 y 4 DPP se desarrollaron
normalmente, mientras que el 11% de los embriones desarroll6 luego de 2 DPP.
En este sentido, en los cruzamientos entre F. esculentum Moench, x F.
homotropicum Ohnishi pudo ser posible aumentar el nGmero de embriones
supervivientes cuando el rescate se realiza durante la etapa globular a los 5 DPP
en lugar de durante la etapa de torpedo, que ocurre mucho mas tarde (Woo et
al., 2008). En la familia Cactaceae, en cruzamientos entre Hylocereus polyrhizus
(F.A.C. Weber) Britton & Rose) y H. undatus (Haw.) D.R.Hunt. en ambas
direcciones, fueron rescatados proembriones a los 5 DPP vy cultivados
exitosamente en medio in vitro obteniendo exitosamente plantas hibridas
(Cisneros & Tel-Zur, 2010).

Las semillas cortadas de los cruzamientos intergenéricos involucrados en este
estudio so6lo presentaron el tegumento seminal desarrollado, similar al resultado
logrado por Manrique et al. (2014) trabajando con diferentes accesiones de
Smallanthus sonchifolius (Poepp. & Endl.) H.Rob., donde obtuvieron 100% de
semillas vacias en los cruzamientos dirigidos debido al aborto del embrion y del
endosperma.

Otros estudios realizados en cruzamientos interespecificos entre Hylocereus
monacanthus (Lem.) Britton y Rose y H. undatus produjeron semillas viables y
vanas. La formacion de semillas vanas se adjudica a la disfuncion del
endosperma que actla como barrera poscigética. Esto permite solamente el
desarrollo normal de la cubierta de las semillas sin desarrollo del embrion y del
endosperma (Cisneos et al., 2011).

A partir de estas consideraciones, se podria asumir que la desintegracioén del
endosperma y del embrion y la formacién de semillas vacias podria regirse por
procesos de autolisis celular iniciados en la fase embrionaria globular temprana
(Daunay et al., 2019).
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CAPITULOII

Estudios de los cromosomas meidticos

en el hibrido puente entre

Calibrachoa y Petunia
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INTRODUCCION

Uno de los aspectos importantes a considerar en los cruzamientos interespecificos
e intergenéricos es el relativo a las similitudes gendmicas entre las especies
parentales. En el hibrido se van a encontrar los genomas de ambas especies y
durante la profase-l meidtica se dardn los procesos de apareamiento y
recombinacion entre cromosomas homeoélogos que posteriormente podrian estar
asociados formando quiasmas en metafase-l1 (Valenzuela Martinez, 2013).

El nivel de apareamiento homedlogo entre los géneros Petunia y Calibrachoa va a
depender de las relaciones evolutivas entre ellos. Asi, es mas frecuente que se
produzca transferencia e introgresion entre especies que comparten altos niveles
de similitud (Ferrari et al., 2019; Ortega Albero, 2018). El apareamiento en metafase-
| entre cromosomas de Petunia inflata y Calibrachoa x hybrida var. Kabloom yellow
es uno de los requisitos de los procesos de transferencia de caracteres deseables
en las plantas puente (Lukaszewski, 2016; He et al., 2018). Otro paso necesario
para que el proceso de transferencia se produzca con éxito es la formacion de
gametos funcionales. Normalmente los hibridos son estériles debido a las
aberraciones meidticas que llevan a la formacién de gametos aneuploides y/o
desequilibrios en su dotacion cromosémica. La produccion de polen fértil depende
de procesos fisioldgicos y bioquimicos controlados genéticamente donde
disrupciones en la diferenciacion del tejido esporégeno, en la meiosis, en el
desarrollo de las microsporas y del polen pueden resultar en la esterilidad masculina
del hibrido puente (Mendes Bonato et al., 2007). Sin embargo, existen mecanismos
de formacién de gametos genéticamente equilibrados que hacen que la tasa de
fertilidad no sea completamente nula.

La estabilidad cariotipica y probablemente la heterosis en los hibridos son logrados
a expensas de la flexibilidad evolutiva que provee la recombinacién de diferentes
genomas (Comai et al., 2003). En la hibridacion intergenérica donde en un mismo
nacleo existen genomas de aspectos reproductivos, citogenéticos y evolutivos

distintos se produciria un “shock gendmico” que iniciaria la actividad de los
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elementos moviles del genoma (Masuelli & Marfil, 2011; McClintock, 1984). Algunas
de las manifestaciones de este shock involucran pérdida y/o ganancia de
secuencias de ADN respecto de los genomios parentales (Masuelli y Marfil, 2011).
Algunos cruzamientos interespecificos en Brassica y entre Aegilops L. y Triticum L.
sugieren que la magnitud del impacto gendmico estaria relacionada con la distancia
filogenética entre las especies involucradas (Ochoa, 2007). Una manera de analizar
la afinidad gendmica en el hibrido entre Petunia y Calibrachoa (HPC) es mediante
la inferencia de las relaciones entre complementos cromosémicos basicos en base
al grado de su sinapsis (apareamiento cromosémico) y es, generalmente, estudiado
en la metafase | meidtica en células madre del polen del hibrido. En estos estudios,
se considera que los cromosomas que se aparean entre si se encuentran
relacionados, mientras que los que no se reconocen serian mas distantes (Grusz et
al., 2017). Sobre esta base, los cromosomas pueden considerarse homologos,
parcialmente homodlogos (homedlogos) o no homdlogos. La posibilidad de
hibridacion, por lo tanto, es una medida indirecta del grado de relacion genémica
entre las especies parentales. Los cruzamientos entre especies con genomas
similares usualmente producen frutos, mientras que entre los de genomas
diferentes es comun el aborto de los embriones o la esterilidad de los hibridos, entre
otras manifestaciones (Singh, 2016).

La inviabilidad del polen de los hibridos o la ausencia de fructificacién puede ser
atribuida a la escasa homologia cromosémica entre los padres del hibrido que
resulta en la formacion de gametas desbalanceadas (Singh, 2016). La reduccion de
la correspondencia cromosOmica entre especies lejanamente relacionadas es
atribuida a diferencias estructurales entre cromosomas perpetuadas durante la
especiacion (Poggio., 2016; Singh, 2016).

La familia Solanaceae, aunque cosmopolita, presenta la mayor concentracion de
géneros y especies en Sudamérica. En particular, las contribuciones sobre
Solanaceae de Argentina que tratan de cromosomas meioticos son fragmentarias
(por ej. Barboza, 1988; Bernardello, 1982; Bernardello et al., 1990; Briicher, 1970;
Bricher y Ross, 1953; Covas y Schnack, 1946; Di Fulvio, 1976, 1978, 1984a, 1984b;
Hunziker et al., 1985; Marks, 1966; Moore, 1981; Moscone, 1992; Ratera, 1938,
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1940, 1942, 1943, 1944, 1947, 1952, 1954, 1969; Schnack y Covas, 1947; Subils,
1979).

El analisis del comportamiento meiético del hibrido puente obtenido entre Petunia
y Calibrachoa, determinando el niUmero y los tipos de asociaciones cromosémicas
(uni, bitri, tetravalentes, etc.) y las irregularidades que se presentan en las células
estudiadas, constituye una valiosa herramienta para esclarecer las relaciones
flogenéticas y taxondmicas, haciendo valiosos aportes al conocimiento de los
mecanismos de aislamiento reproductivo y modos de especiacidn en éstas plantas.
En particular, el estudio del comportamiento meiético de las especies parentales y
del hibrido puente permite determinar el grado de homologia cromosémica entre

estas especies en cruzas intergenéricas.

OBJETIVOS

» a) Observar los cromosomas de las especies parentales y del hibrido HPC
mediante citogenética clasica para determinar el grado de homologia
cromosomica existente entre las especies parentales y la constitucién del

hibrido a utilizar como planta puente.

» b) Analizar la meiosis del hibrido intergenérico HPC con el fin de aportar
informacion sobre el origen del bajo porcentaje de polen fértil obtenido.

98



Victor José Milicia- Capitulo 11l

MATERIALES Y METODOS

1. Estudios de meiosis
Para los estudios de meiosis en las plantas hibridas y sus parentales, se
recolectaron pimpollos de 3 mm de longitud. Inmediatamente después de su
recoleccién, el material biolégico fue fijado en solucién de etanol a 96° y acido
acético glacial (3:1) v/v, y conservado en la misma solucion en la heladera (5 °C).
Posteriormente los botones florales fueron colocados en microtubos con una
solucién de &cido acético 45% durante 30 min, para luego colocarlos en porta-
objetos donde se aislaron las anteras bajo lupa trinocular marca "Biotraza™ modelo
XTD-317T. Las anteras fueron coloreadas con una gota de colorante orceina
acética a 2%, para posteriormente, machacarlas con un mango macizo de metal de
5 mm de didmetro por 10 cm de largo para separar las células madres de las
micrésporas y eliminar el tejido de la cubierta. El producto de las anteras
machacadas y coloreadas se cubre con un cubreobjetos. Seguidamente el
portaobjeto con la preparacion se calentd durante 30 s con un calentador a base de
alcohol, cuidando de no llegar a la ebullicion del preparado. Luego se procedié a su
aplastado manual. Los meiocitos se analizaron en diacinesis, metafase |, anafase |,
telofase | y telofase Il en un total de 100 células. Se tomaron microfotografias a las
células meidticas a través de un microscopio Optico binocular marca “Biotraza”
modelo NLCD-307B acoplado en forma integral con una camara tactil Pixera
DIRactor a un sistema de cémputo que tiene el software Pixera Viewfinder Pro para

analisis de imagenes.
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RESULTADOS

1. Estudios de cromosomas meioticos del hibrido intergenérico HPC y sus
parentales

En el presente estudio se da a conocer el nimero cromosomico del hibrido HPC y
su comportamiento meiético durante la microsporogénesis. A partir de los estudios
de meiosis realizados en el hibrido se determina que su nimero cromosomico es
2n =16 (Fig. 3.1 a, b, c).

El apareamiento cromosomico fue irregular en la mayoria de las células analizadas.
Diferentes configuraciones meiéticas fueron identificadas, observandose la
presencia de univalentes y bivalentes heteromorficos en distintas combinaciones
durante las etapas de profase y metafase |, encontrando 36 células con 6 bivalentes
(1) y 4 univalentes (1), 25 células con 7 bivalentes y 2 univalentes, 20 células con 4
bivalentes y 8 univalentes, 12 células con 3 bivalentes y 10 univalentes, 4 células
con 2 bivalentes y 12 univalentes y 3 células con 3 bivalentes, 4 univalentes y 1
cuadrivalente (Fig. 3.1, 3.2 y 3.3). Otro tipo de irregularidad meidtica encontrada fue
la formacion de puentes sin fragmento (Fig. 3.1 d).

Figura 3.1. Irregularidades mei6ticas en células madre del polen en el hibrido entre P. inflata y C. x hybrida var.
Kabloom yellow. a- 7 Il + 2 | en metafase |. b- 4 1l + 8 | en diacinesis. ¢c- 6 Il + 4 | en metafase I. d- Puente sin
fragmento. Flechas rojas indican bivalentes. Flechas azules indican univalentes. Barra = 10 um
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Figura 3.2. Irregularidades meib6ticas en células madre del polen en el hibrido entre P. inflata
y C. x hybrida var. Kabloom yellow. a- 6 bivalentes + 4 univalentes en metafase I. Flechas

rojas indican bivalentes. Flechas azules indican univalentes. Barra = 50 um
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Figura 3.3. Irregularidades meibticas en células madre del polen en el hibrido entre P. inflata
y C. x hybrida var. Kabloom yellow. a- 4 bivalentes + 4 univalentes + 1 tetravalente en
metafase I. Flechas rojas indican bivalentes. Flechas azules indican univalentes. Flecha

naranja indica tetravalente. Barra = 50 um
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En las especies parentales, P. inflata y C. x hybrida var. Kabloom yellow se produce
desarrollo regular de la meiosis | como se observa en la diacinesis de P. inflata
donde se muestra la presencia de 7 bivalentes (2n = 14) (Fig. 3.4) y en la diacinesis
de C. x hybrida var. Kabloom yellow donde se observan 9 bivalentes (2n = 18) (Fig.
3.5) condiciones normales para las especies parentales estudiadas.

En la figura 3.6 se observar los cromosomas de C. x hybrida var. Kabloom yellow

en el plano ecuatorial de las células en metafase I.

Figura 3.4. Cromosomas de P. inflata formando 7 bivalentes durante la etapa de diacinesis de

la protafase I. Barra = 10 pm.
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Figura 3.5. Cromosomas de C. x hybrida var. Kabloom yellow formando 9 bivalentes durante

la etapa de diacinesis de la protafase |. Barra = 10 pum.

Figura 3.6. Células madre del polen de C. x hybrida var. Kabloom yellow en metafase |
meibtica. Barra = 10 um.
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La presencia de husos acromaticos formando 3 polos fue otra de las irregularidades
meibticas encontradas en la meiosis de HPC (Fig. 3.7). Ademas, se encontraron
anafases con migraciones desbalanceadas y desincronizadas donde se observan
cromosomas rezagados y/o adelantados con respecto al plano ecuatorial (Fig. 3.8).
En varias células se han observado dos cromosomas que parecen tener un
comportamiento independiente respecto del resto debido a que migran en una
direccion diferente (Fig. 3.9 y 3.10).

Figura 3.7. Irregularidades meiéticas en células madre del polen en el hibrido HPC entre P.
inflata y C. x hybrida var. Kabloom yellow. a- Huso acromatico tripolar. b- Izquierda: telofase

regular con 2 polos. Derecha: telofase irregular con 3 polos. Barra = 10 um.
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Figura 3.8. Irregularidades meiédticas en células madre del polen en hibrido entre P. inflata y C. x hybrida var.
Kabloom yellow. Anafases | desincronizadas con cromosomas atrasados y/o adelantados. Barra = 100 pum

Figura 3.9. Irregularidades meioticas en células madre del polen en hibrido entre P. inflata y C. x hybrida
var. Kabloom yellow. a-, b-, c-, d-: Anafases | desincronizadas con presencia de dos cromosomas que
migran en direccion diferente al resto (flechas azules). Barra = 10 um
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Figura 3.10. Irregularidades meibticas en células madre del polen en hibrido entre P. inflata y
C. x hybrida var. Kabloom yellow. Anafases | desincronizadas con presencia de dos

cromosomas que migran en direccién diferente al resto (flechas azules). Barra = 10 um

En este sentido, en varias células madre del polen de HPC se observa en la etapa
de telofase de la meiosis | la presencia de polos donde se recuentan 7 cromosomas
(Fig. 3.11). De igual manera, durante la meiosis Il del hibrido HPC en la etapa de
telofase 1l nuevamente se recuentan 7 cromosomas en los polos de varias células.
También se observan células con diferente nUmero de cromosomas en los polos y
algunas de ellas con presencia de 5 polos (Fig. 3.12).

Estudios realizados durante la meiosis | de los cruzamientos puente entre P. inflata

y HPC muestran la presencia de células con 7 cromosomas en los polos (Fig. 3.13).
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Figura 3.11. Telofases | meiéticas en células madre del polen en hibrido entre P. inflata y C. x hybrida var.

Kabloom yellow. a-, b-, c-, d-: Las flechas azules indican polos con 7 cromosomas. Barra = 10 um

Figura 3.12. Telofases Il meibticas en células madre del polen en hibrido entre P. inflata y C. x hybrida var.
Kabloom yellow. a- La flecha azul indica el recuento de 7 cromosomas en uno de los polos. Barra = 100 um. b-

La flecha azul indica una célula con 5 polos y diferente nUmero de cromosomas en ellos. Barra = 10 um
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Figura 3.13. Telofases | meidticas en células madre del polen en cruzamientos puente entre
P. inflata y HPC. a-, c-, d-, e-: Las flechas azules indican polos donde se recuentan 7
cromosomas. b- Detalle de una de las células donde las flechas azules sefialan cada uno de

los cromosomas. Barra = 10 um

Por otro lado, en las especies parentales utilizadas para comparar el normal
funcionamiento de la meiosis, se observa en la etapa de telofase | polos con 7
cromosomas en P. inflata y 9 cromosomas en C. x hybrida var. Kabloom yellow (Fig.

3.14y 3.15).

108



Victor José Milicia- Capitulo IlI

Figura 3.14. Telofases | meioticas en células madre del polen de P. inflata. a- Polo inferior donde se
recuentan 7 cromosomas (flecha azul). b- Detalle de las células y nUmero de cromosomas en los polos.

Las flechas azules indican los cromosomas. Barra = 10 um

Figura 3.15. Telofases | meiéticas en células madre del polen de C. x hybrida var. Kabloom yellow. a-
Polo inferior donde se recuentan 9 cromosomas (flecha azul). b- Detalle de las células y nidmero de
cromosomas en los polos. Las flechas azules indican los cromosomas. Barra = 10 um
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La formacion de tétradas de microsporas fue en apariencia normal para el hibrido
HPC como para sus parentales. Algunas células madre del polen de HPC
presentaron la formacién de 5 micrésporas.

Figura 3.16. Tétradas de microsporas del hibrido HPC, P. inflata y C. x hybrida var. Kabloom yellow. a-
tétradas en apariencia normales de HPC.b- Detalle de célula madre de polen con 5 micrésporaslas. c-

tétradas de P. inflata. d- Tétradas de C. x hybrida ‘Kabloom yellow’. Barra = 10 um
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DISCUSION

Las células madre del polen del hibrido puente HPC presentaron 16 cromosomas,
namero intermedio entre las dos especies parentales (P. inflata 2n=2x=14; C. X
hybrida var. Kabloom yellow 2n=2x=18). Este valor permite confirmar nuevamente
la naturaleza hibrida de HPC. Resultados similares fueron encontrados por Jin et al.
(2020) en cruzamientos intergenéricos entre Raphanus sativus L., Brassica
oleracea L. y Brassica campestris L. Por otro lado, Li et al. (2017) obtuvieron hibridos
intergenéricos con un namero de cromosomas intermedio entre sus parentales al
cruzar Brassica oleracea por Sinapis alba L.

Durante la microesporogénesis se observaron anormalidades cromosomicas lo cual
indica la presencia de fallas en el apareamiento meidtico de gran parte de las células
madre del polen. La alta presencia de univalentes incide en anafases
desbalanceadas, ya que originan segregacion aleatoria de los cromosomas no
apareados. Esto puede causar la formacibn de gametos con numeros
cromosomicos irregulares, que impiden su fertilidad como ocurre en varias células
durante la meiosis de HPC (GOmez Martinez & Reyes Valdés, 2016). En general el
grado de apareamiento meiotico es una medida de la homologia que existe entre
los cromosomas. Si el hibrido analizado es fértil y posee formacién de bivalentes se
puede deducir que hay afinidad (homologia) entre los genomas parentales (Poggio
et al., 2004). El grado de irregularidades meiéticas es una estimacion de diferencias
génicas y estructurales de las entidades en estudio. Configuraciones meidticas
anormales con la existencia de diferente grado de asociacibn cromosdmica
presentan univalentes, bivalentes heteromérficos o multivalentes en profase-
metafase | y, en estadios posteriores puentes, fragmentos, husos multipolares, etc.
gue pueden deberse a heterocigosis para distintos tipo de rearreglos estructurales
(Poggio et al., 2004). Las irregularidades cromosémicas observadas en cada etapa
no son independientes, sino que demuestran la falta de homologia entre gran parte
de los juegos parentales de cromosomas. La falta de homologia origina fallas en los
entrecruzamientos y en el establecimiento de quiasmas, ya que una funcion de

éstos es orientar a los cromosomas durante la etapa de metafase | (Mézard et al.,
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2015). Las alteraciones en los mecanismos de su establecimiento y mantenimiento,
originan errores en la segregacion, que llevan a la produccion de gametos
desbalanceados (Ji et al.,, 2022). Irregularidades cromosomicas similares se
hallaron en cruzamientos intergenéricos entre Oryza sativa y Luziola peruviana
Juss. ex J.F. Gmel. donde se muestra la presencia de diferentes anormalidades
cromosomicas con numero variable de bivalentes y univalentes, que llevan a la
formacion de gametos desequilibrados y granos de polen estériles (Moreno et al.,
2014). En otros trabajos cientificos sobre el comportamiento mei6tico de
cruzamientos entre Populus simonii Carriere y Populus euphratica Olivier se
presentan diferentes configuraciones cromosémicas y anormalidades meioticas que
producen la segregacion desbalanceada de cromosomas causando alta esterilidad
de los gametos (Wang et al., 2015). En cruzamientos intergenéricos entre
Helianthus annus L. y Tithonia rotundifolia (P. Mill.) S.F. Blake se han detectado
irregularidades en el apareamiento meidtico lo cual impide una segregacion
cromosomica balanceada y no permite la formacion de gametos viables. Esto
resulta en una barrera a la reproduccién sexual de los hibridos (Gomez Martinez &
Reyes Valdés, 2016).

La observacién de células meidticas en la etapa de metafase y anafase | mostro la
presencia de dos cromosomas que se mantienen apartados y migran en direccion
diferente al resto, lo que podria estar relacionado con la posterior eliminacién de
estos cromosomas que dejarian de ser parte del complemento cromosémico de los
granos de polen viables del hibrido HPC, tal como se observa durante la etapa de
telofase 1y I, donde se cuentan 7 cromosomas en cada polo de las células, en lugar
de 8 como seria lo esperable en un hibrido diploide con 2n=2x=16.

La eliminacion de cromosomas se establece como un proceso dindmico de
estabilizaciéon del genoma que ocurre durante la hibridacién y ha sido estudiado en
diferentes tipos de Poaceae, y otros hibridos intergenéricos (Chaudhary et al., 2013;
Kalinka et al., 2010). En cruzamientos entre Oryza sativa y Luziola peruviana se
produce incompatibilidad genémica y se evidencia la eliminacién de cromosomas.
Es posible que algunos factores puedan desencadenar la delecién para la

estabilizacién del genoma recién formado, sin embargo, la base de los mecanismos
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celulares involucrados en el proceso de eliminacién cromosdmica son escasamente
entendidos (Moreno et al., 2014).

La eliminacién de cromosomas en hibridos se explica por la asincronia durante la
sintesis de nucleoproteinas y procesos de divisién celular, formacion de husos
multipolares, degradacion cromosdmica por nucleasas especificas e inactivacion de
centromeros, incompatibilidad del centromero y proteinas de los cinetocoros entre
los progenitores, no disyuncion de cromosoma uniparental durante la anafase y la
formacion de micronudcleos (Moreno et al., 2014; Chaudhary et al., 2013). Afecta
preferentemente a los cromosomas de una de las dos especies involucradas; la
forma y velocidad de este proceso, asi como la transmision de cromosomas
recombinantes en los siguientes procesos meidticos son cruciales para la
estabilizacion del cariotipo de la progenie y concluye con la incorporacion estable
de material genético (Moreno et al., 2014). La delecion cromosdmica es un proceso
dinamico que genera la estabilizacion del genoma en cruzamientos intergenéricos
por el reconocimiento y posterior eliminacion del ADN, producto de la activacion de
endonucleasas y la fragmentacion de uno de los genomas (Moreno et al., 2014) por
lo que se podria asumir que procesos semejantes pudieran regir la estabilizacion
del genoma durante la formacion de granos de polen fértiles en HPC los que
presentan 7 cromosomas y de esta manera permiten aumentar la compatibilidad en
los cruzamientos puente con P. inflata y P. integrifolia formando cigotos
balanceados capaces de formar semillas fértiles y por consiguiente de aumentar el
porcentaje de germinacion.

La formacion de células madre del polen que en el estado de tétrada presentan 5
micrésporas es otra de las irregularidades meidticas encontradas en HPC. En este
sentido Yusmary (2008) trabajando sobre la citogenética de Eclipta alba (L.) Hassk.,
Pluchea carolinensis (Jacq.) G. Don y Wedelia fruticosa Jacq. encontré la presencia
de 5 micrésporas formadas a partir de una célula madre del polen. Por otro lado,
Pineda Balbuena (2019) observé en el género Hemerocallis L., que después de la
segunda divisién meiotica, en ocasiones, en lugar de una tétrada podian generarse
cinco, seis, siete e incluso hasta ocho microsporas. Este proceso en el hibrido HPC,

podria relacionarse con la migracion independiente de 2 cromosomas respecto del
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resto durante la anafase/ telofase Il. La observacién de células madre del polen en
telofase Il con 5 puntos a los que llegan los cromosomas evidenciara la posibilidad
de que estos cromosomas que se mantienen apartados, los cuales migraran en una
direccién diferente y constituirian un punto distinto a los polos a los que llegarian los
otros cromosomas Yy posteriormente formarian una quinta célula o bien se
eliminarian como se explicé anteriormente.

Los avances en biologia molecular y citogenética han traido desarrollos
revolucionarios en la investigacion de la mitosis y la meiosis, la estructura y
manipulacibn de cromosomas, la expresion y regulacion de genes y el
silenciamiento de los mismos. Los estudios citogenéticos actuales ofrecen
herramientas a través de imagenes que permiten integrar la genética, epigenética
e informacion citolégica que se pueden emplear para mejorar la investigacion
gendmica molecular y cromosOomica en taxones de plantas. Las técnicas de
hibridacion in situ, como la hibridacion fluorescente in situ (FISH) y la hibridacién
genodmica in situ (GISH), pueden identificar morfologias y secuencias
cromosoOmicas, la cantidad y distribucién de varios tipos de cromatina en los
cromosomas Y la organizacion del genoma durante la etapa de metafase de la
meiosis. Las técnicas FISH y GISH presentan un modelo auténtico para analizar los
cromosomas individuales, los segmentos cromosémicos o los genomas de plantas
hibridas naturales y artificiales. El uso de estos enfoques abre nuevas vias para
identificar con precision las diferencias del genoma (Cui et al., 2022; Younis et al.,
2015). Futuros estudios a través de la técnica de hibridacion in situ permitiran
conocer si los cromosomas perdidos efectivamente pertenecen al género

Calibrachoa.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

La presente tesis abord6 aspectos relacionados a la hibridacion intergenérica
entre el género Calibrachoa y Petunia. Esta investigacion permitié la
identificacién de cruzamientos putativos para la obtencion de hibridos y el
avance en la localizacién e identificacion de los sitios donde se presentan las
barreras de incompatibilidad poscigoticas.

Se puede concluir que la combinacion de P. inflata x C. x hybrida Kabloom yellow
permitié superar las barreras de incompatibilidad mediante la obtencién de un
hibrido intergenérico que puede utilizarse como planta puente para transferir
caracteres entre las especies de los géneros Petunia y Calibrachoa. La
caracterizacion morfologica permitid identificar el hibrido que posteriormente fue
corroborado por los estudios de viabilidad del polen, estudios moleculares y
meiodticos. En este trabajo se puede observar como el hibrido utilizado como
puente aumenta el grado de compatibilidad entre ambos géneros, mediante
cruzamientos exitosos con P. inflata y P. integrifolia, donde se obtuvieron 31
plantas hibridas con caracteristicas morfolégicas compartidas con los géneros
Petunia y Calibrachoa.

La identificacion de cruzamientos intergénericos con alto porcentaje de
fructificacion abrié una ventana hacia importantes estudios sobre el desarrollo de
los embriones hibridos. En estos, la incompatibilidad se manifiesta a través de la
eliminacién selectiva de células por muerte celular programada durante la
embriogénesis, lo cual lleva a la autolisis de los embriones y del endosperma
culminando en la formacion de semillas vanas. Los estudios sobre el desarrollo
embrionario permitieron conocer el momento oportuno para aplicar técnicas de
rescate de embriones con miras a aumentar el numero de plantas hibridas
puente. De esta manera el rescate de proembriones a los 5 DPP podria ser una
de las técnicas alternativas para superar barreras reproductivas de
incompatibilidad poscigética e incrementar el nimero de plantas puente entre
Petunia y Calibrachoa.

Durante la hibridacion intergenérica en un mismo nucleo existen genomas de
aspectos reproductivos, citogenéticos y evolutivos distintos de manera que el

apareamiento cromosémico durante la meiosis es irregular en la mayoria de las
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células analizadas conformando diferentes configuraciones meio6ticas como la
presencia de univalentes, bivalentes heteromorficos, cuadrivalentes, formacion
de puentes sin fragmento, husos acromaticos multipolares, anafases con
migraciones desbalanceadas y desincronizadas con cromosomas atrasados y/o
adelantados con respecto al plano ecuatorial. Estas irregularidades llevan a la
formacion de un alto porcentaje de gametos desbalanceados en cuanto a su
ndamero cromosomico y a la formacion de granos de polen estériles. A partir de
los resultados obtenidos se podria inferir que en los granos de polen fértiles la
eliminacién de cromosomas se establece como un proceso dinamico de
estabilizacion del genoma que ocurre durante la hibridacion por medio de la
activacion de endonucleasas, de esta manera, la delecion cromosomica llevo a
la obtencién de un porcentaje menor (5%) de polen fértil suficiente para permitir
los cruzamientos puentes entre HPC con P. inflata y P. integrifolia aumentando
de esta manera el nimero de plantas hibridas entre estos géneros.

Los avances en biologia molecular y citogenética trasfieren desarrollos
revolucionarios en la investigacion de la meiosis, la estructura y manipulacién de
cromosomas, la expresion y regulacion de genes y el silenciamiento de los
mismos. Los estudios citogenéticos actuales ofrecen herramientas a través de
imagenes que permiten integrar la genética, epigenética e informacion citologica.
En este sentido, futuros estudios con aplicacion de las técnicas de hibridacion in
situ, como la hibridacion fluorescente in situ (FISH) y la hibridacion genémica in
situ (GISH), permitiran presentar un modelo auténtico para analizar los
cromosomas individuales, los segmentos cromosomicos o los genomas de
plantas hibridas y de esta forma confirmar si los cromosomas perdidos
efectivamente pertenecen al género Calibrachoa.

El cumplimiento de los objetivos de esta tesis permitid generar nuevos
conocimientos sobre las relaciones intergenéricas, las barreras de
incompatibilidad poscigoticas y aspectos vinculados con la biologia floral, que
sentaran las bases para la obtencion de hibridos. Por otra parte, los resultados
obtenidos en la utilizacién de plantas puente como herramienta de mejoramiento
en el complejo Calibrachoa-Petunia permitiran continuar con la busqueda de
nuevas alternativas y ajustes en las técnicas ya evaluadas para ser utilizadas en

trabajos futuros. Asimismo, es importante destacar que todos los estudios
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realizados en esta tesis implican un valioso y esperado aporte en los planes de

mejoramiento de variedades ornamentales.
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ANEXOS

ANEXO 1-A Tablas estadisticas

Las pruebas estadisticas que muestran valor p<0,05 fueron consideradas como
estadisticamente significativas.

Tabla 1. Comparacién de proporciones de tasas de fructificacion (TF:Frutos obtenidos / N° de flores
polinizadas) en cruzamientos dirigidos utilizando Petunia integrifolia como parental femenino.

Pintegriola | Pintegrola | Pintegriola | Pintegriolz | Pintegriolia | Pintegriola | Pintegriola
X X X X x C.hybekda | x Chybrida X
C.ovalfola C.inokies C.thymiola C.caesia yelow ble Pintegriola
(01D (0MD) (5M0) (810) (10M0) (10M10) (10/10)
P.integriola x
C.ovalfolz (0M10) 1 1 0.01 0.00035 0.000005 | 0.000005 0.000005
FPintegriola x
1 0.01 0.00035 0.000005 | 0.000005 0.000005
C.linokes(0M0)
P.integriola
niegriola x 1 020 0.016 0.016 0.016
C.thymifola (510)
P.integriola
Integriolia x 1 0.23 0.23 0.23

C.caesiz (8M0)
Pintegriola x 1 1 1
C.hybvida yelow (10/10)
Pintegriola x 1 ’
C.hybrida bive (1010)
Pintegriola x 1
P integriola1010)

Tabla 2. Comparacién de proporciones de tasas de fructificacion (TF:Frutos obtenidos / N° de flores
polinizadas) en cruzamientos dirigidos utilizando Petunia inflata como parental femenino.

P.intlata Pintlata P.intlata P.intlata Pintlata Pintlata P.intlata
X X x X x C.hvivida | xC hybrkda X
C.ovaliola C.hnokies C.thymiolka C.caeska yelow bive F.inflata
(0M0) (0M0) (410) (9M0) (10M0) (10/0) (10M0)
F.intiata x
C.ovaltoliz (0A0) 1 1 0.04 0.00006 0.000005 | 0.000005 | 0.000005
F.int
e 1 0.04 0.00006 | 0.000005 | 0.000005 | 0.000005
C.inokes(0/10)
Pinflata x 1 0.03 0.005 0.005 0.005
C.thymiola (41M0)
P.intlata x 1 050 0.50 0.50
C.caesiz (9M0)
P.inflata x 1 1 1
C.hybrkda yelow (1010)
Pinflata x 1 1
C.hybrida blue(1010)
Pintlata x 1
Fintegriofa10M0)
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Tabla 3. Comparacién de proporciones de tasas de fructificacion (TF:Frutos obtenidos / N° de flores
polinizadas) en cruzamientos dirigidos utilizando Petunia axillaris como parental femenino.

P axilaris Flaxiaris Paxilaris Paxilaris P.axilaris Faxilaris P.axilaris
% X X X x C.hybrida | xChybrkia X
C.ovalfola C.finokies C.thymiola C.caesla yelow ble Fiaxiaris
(0/10) (0M0) (0/10) (0410) (0M10) (0M0) (1010)

P axilaris x

C.ovaifoliz (040) 1 1 1 1 1 1 1

P axiliaris x

1 1 1 1 1 1

C.inokies(0M0)

£ axiari 1 1

axiilaris x 1 1 1

C.thymiola 0M0)

P, axilaris x 1 i 1 1
C.caesiz (0M0)

P. axiilaris x 1 1 1
C.hybvida yelow (0M0)

P axilatis x 1 1

C.hy bvikda blwe (010)
P axilaris x 1
P axilaris(10/10)

Tabla 4. Comparacién de proporciones de tasas de fructificacion (TF:Frutos obtenidos / N° de flores
polinizadas) en cruzamientos dirigidos utilizando Petunia interior como parental femenino.

Pinterior P.interior Pinterior F.interior F.interior Rinterar F.interior
x x x X x C.hybrida | xC hybrida X
C.ovalfols C.lnokies C.thym¥olia C.caesla yelow ble P.interior
(0M0) (0M0) (0M0) (10M10) (10/10) (810) (10/10)
F.interior x
Pinteriorx
1 1 1 0.000005 0.00035 0.000005
C.linokies(0M10)
Pinteri 0.00035 0.000005
sy 1 1 0.000005
C.thym¥olia (0M0)
P.interiorx 1 1 0.23 1
C.caesk (10M0)
P.interiorx
1 0.23 1
C.hybrida yelow (10/10)
P.interk
Interior x 1 0.23

C.hy bvida blue(8M0)
Finteriorx 1
P.inflata (10M0)
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ANEXO 1-B: Reactivos estudios moleculares
1 M TRIS pH=8

Victor José Milicia- Anexos

Disolver 121 g de Tris-Base en aprox. 750 ml de H20 destilada (d). Agregar HCI

hasta llevar a pH. Completar con H20 (d) hasta 1000 ml. Autoclavar.

0,5M EDTA pH=8

Disolver 186,12 g de Na2EDTA-2 H20 (PM=372,24) en 750 ml de H20 destilada.
Agregar NaOH hasta llevar a pH. Completar con H20 (d) hasta 1000 ml. Autoclavar.

5M NacCl

Disolver 22,2 g de NaCl (PM=58,44) en H20 (d) hasta un volumen final de 1000 ml.

Autoclavar.
TE pH=8 (10 mM Tris pH=8, 1mM EDTA pH=8)

STOCK 50 ml 100 ml 500 ml 1000 ml
1 MTRIS pH=8 0,5 1,0 5,0 10,0
0,5M EDTA pH=8 0,1 0,2 1,0 2,0

H2O(d) Cantidad Cantidad Cantidad Cantidad

suficiente para | Suficiente para

Buffer de extraccion pH=8

suficiente para

suficiente para

Reactivos Cantidades
H20 (d) cantidad suficiente para 200 ml
TRIS 1M pH=8 20 ml
EDTA 0,5M 20 ml
NaCl 5M 56 ml
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CTAB 4qg
PVP-40 1% plv
B Mercapto-etanol? 2% viv

Autoclavar. ! El B Mercapto-etanol debe agregarse a la solucion inmediatamente
antes de wusar. TRIS: Tris (hidroximetil) amino metano, EDTA: &cido
etilendiamintetraacético, CTAB: bromuro de cetiltrimetilamonio, PVP: polivinil
pirrolidona.

Preparacion de dNTPs

Solucién madre:

Tomar 100 pl de cada uno de los deoxinucleotidos trifosfato (ANTPs): dATP, dGTP,
dTTP, dCTP (concentracion 100 mM) y llevar a 1000 pl con H20 ultra pura estéril.
Concentracion final 10 mM.

Solucién uso:

Tomar 10 ul de la solucién madre (10 mM) y llevar a 80 pl con H20 ultra pura estéril.
Concentracion final 1,25 mM.

Preparacion de Iniciadores

Solucién uso:

Tomar 20 pl de la solucion madre (concentracion 100 uM) y llevar a 100 ul con TE

pH=8 estéril. Concentracion final 20 uM.

PROTOCOLO DE EXTRACCION DE ADN DE MUESTRAS LIOFILIZADAS
(Segun Pérez de la Torre, et al., 2010)
v/ Calcular la cantidad de buffer de extraccion a utilizar (1,1 ml por muestra)
v Precalentar el buffer de extraccion + 2% B mercaptoetanol (v/v) a 65°C.
v Agregar 30-40 mg de la muestra liofilizada en un tubo de 2 ml junto con 1000
pl del buffer de extraccion precalentado.
v Llevar al bafio termostatico (65°C) por 2 Hs con agitacion constante.

v" Agregar un volumen de Cloroformo/Octanol (24:1).
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Centrifugar 10 minutos a 12.000 RPM a 4°C. Separar sobrenadante (De ser
necesario, repetir este paso centriftugando por 5 minutos)

Precipitar con medio volumen de Isopropanol frio. Dejar a -20°C por 15 min,
0 bien a -20°C toda la noche.

Centrifugar a 13.500 RPM por 40 minutos a 4°C. Descartar sobrenadante.
Secar invertido sobre papel absorbente.

Resuspender en 250 pl de TE 1X hasta disolver. De ser necesario llevar a
bafio termostatico (55°C) hasta disolucion total del ADN.

Agregar 2,5 ul de RNasa A (10 mg/ml) (1% del vol. de resuspension). Dejar
30 minutos a 37°C 6 1 hora a temperatura ambiente.

Agregar un volumen de Fenol:Cloroformo:Alcohol Isoamilco (25:24:1).
Centrifugar 10 minutos a 13.500 RPM a 4°C. Separar la parte acuosa en un
nuevo tubo de 1,5 ml. Reservar.

Agregar un volumen de TE 1X al tubo que contiene la fase organicay la
interfase. Centrifugar 10 minutos a 13.500 RPM a 4°C. Separar la parte
acuosa y agregarla al tubo que contiene el primer sobrenadante.

Agregar un volumen de Cloroformo/Octanol (24:1). Centrifugar 10 minutos a
13.500 RPM a 4°C. Separar sobrenadante. Repetir este paso (de ser
necesario) centrifugando por 5 min.

Precipitar con 5% (volumen del sobrenadante) de NaCl 5M y medio
volumen de Isopropanol frio.

Dejar a -20°C por 15 min o a -20°C toda la noche.

Centrifugar 40 min a 13.500 RPM a 4°C. Descartar sobrenadante.

Lavar 2 veces con 500 ul de etanol al 70% cada vez. Centrifugar a 13.500
RPM a 4°C por 2 minutos. Descartar sobrenadante. Secar invertido sobre
papel absorbente.

Resuspender en cantidad suficiente de TE 1X hasta disolver. De ser
necesario llevar a bafio termostético (55°C) por 5 min o hasta disolucion
total del ADN.

Conservar a -20°C.
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